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Das Masernvirus verursacht bei Menschen eine Infektionskrankheit gekennzeichnet 
durch hohes Fieber, respiratorische Symptome und eine Immunsuppression, welche 
sekundäre Infektionen begünstigt. Des Weiteren können neuronale Manifestationen 
schwerwiegende Verläufe der Masern hervorrufen. Die vorliegende Arbeit hatte das 
Ziel, für den Neurotropismus des Masernvirus ursächliche Mutationen zu untersuchen. 
Hierfür wurden bekannte Mutationen mittels des reversen genetischen Systems 
einzeln und in Kombination in einen wildtypischen Masernvirus-Hintergrund 
eingebracht. In der folgenden Untersuchung der Replikationscharakteristika zeigte 
sich eine signifikant gesteigerte Vermehrung des Masernvirus durch eine im C-
terminalen Teil des Matrix-Proteins gelegene Mutation (R293Q) in Zellen die den 
Rezeptor wildtypischer Masernviren (SLAM) exprimierten. Dieser Effekt konnte jedoch 
ebenfalls in Abwesenheit dieses Rezeptors nachgewiesen werden. Des Weiteren 
bedingte eine Mutation des Fusionsproteins (I225M) die Ausbildung von 
maserntypischen Synzytien, ebenso in Abwesenheit des erwähnten SLAM Rezeptors. 
Für die sich anschließende Bestimmung des eventuell durch die Mutationen 
induzierten Neurotropismus wurden Gehirnschnitt-Kulturen von Lewis Ratten mit den 
generierten Masernvirusklonen infiziert. Initial wurden für alle Klone einzelne infizierte 
Zellen nachgewiesen. Es konnte mittels Infektionskinetiken gezeigt werden, dass die 





Zellen gegenüber dem parentalen Virus verursacht. Spezifisch für die neuronale 
Manifestation des Masernvirus, wurden auch in dem Gehirnschnitt-Modell keine 
extrazellulären, infektiösen Viruspartikel nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit 
konnte eine Punktmutation eines Rattenhirn-adaptierten Isolates des MV als 
ursächlich für die Neuroinfektion identifiziert werden. Da hierfür keine transgenen Tiere 
verwendet wurden, spiegelt dieses Modell die in vivo Situation sehr gut wider. Mit der 
vorliegenden Arbeit konnte ein Beitrag zu dem Verständnis des Neurotropismus des 
MV geleistet werden. In folgenden Untersuchungen kann die hier verwendete 
Methodik und das generierte Wissen genutzt werden, um beispielsweise 
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1.1 Historische Betrachtung und Epidemiologie 
Die Masern sind eine hochkontagiöse Infektion, die durch das Masernvirus (MV) 
ausgelöst wird. Erstmalig wurde sie als akut-exanthematische Krankheitsform und 
Modifikation der Pocken (Variola major) in arabischen Schriften des 9. Jahrhunderts 
erwähnt. Seit Beginn des Mittelalters erfolgte die Bezeichnung dieser Erkrankung als 
„morbilli“, „rubeola“ oder „rosalia“ (Hirsch 1881). Die Abgrenzung der Masern von 
anderen exanthematischen Krankheitsformen und die Dokumentation ihres weit 
verbreiteten Auftretens, erfolgte ab dem 18. Jahrhundert (Hirsch 1881). Es wird 
vermutet, dass das MV durch die Adaptation des nah verwandten Rinderpestvirus an 
den Menschen, ermöglicht durch das nah Zusammenleben von Mensch und Tier, 
entstanden ist (Griffin 2013). Ebenfalls legen Analysen nahe, dass das MV der direkte 
Ursprung des Hundestaupevirus ist (Uhl et al. 2019). Die endemische Manifestation 
der strikt humanpathogenen Masern mit beschriebenen Epidemien kann nur in 
Population von mindestens 250000 Individuen erfolgen (Keeling 1997, Keeling und 
Grenfell 1997). Nichtsdestominder kam es 1951 im südlichen Grönland zu einer 
Masernepidemie, da sich ein grönländischer Seefahrer in Kopenhagen infizierte, 
heimkehrte und an einer Tanzveranstaltung der Gemeinde teilnahm. In den folgenden 
drei Monaten wurden von 4262 immunologisch-naiven Personen lediglich 5 nicht 
infiziert (Christensen et al. 1953). Diese Inzidenz ist bedingt durch den sehr hohen 
Kontagionsindex des Masernvirus. Dieser besagt, dass über 95 % aller nicht 
immunisierten Personen erkranken, sollten diese mit einer an Masern erkrankten 
Person in Kontakt kommen (Robert Koch-Institut 2014). Als Folge ist eine 
Expositionsprophylaxe nahezu unmöglich und lediglich eine immunologische 
Kompetenz kann vor der Infektion schützen.  
Im Jahre 1954 konnte das MV erstmalig in Zellkultur vermehrt und passagiert werden 
(Enders und Peebles 1954). Da das infektiöse Material von dem Schüler David 
Edmonston stammte, wurde der hieraus kultivierte Virusstamm „Edmonston“ benannt 
und stellte nach Attenuierung in Zellkultur die Grundlage für den 1963 in den USA 
lizensierten Masernimpfstoff dar (Katz 2009). Eine Einführung der Masernimpfung in 
der DDR erfolgte 1970 und der BRD 1973 (Robert Koch-Institut 2014). Bis zu den 
frühen 1960er Jahren kam es nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (engl. 





7 bis 8 Millionen assoziierten Todesfällen (Lopez et al. 2004). Mit Beginn des 1974 
initiierten flächendeckenden Immunisierungsprogramms der WHO (engl. Expanded 
Programm on Immunization. EPI) und dessen Synergie mit der 1999 aufgenommenen 
Allianz für Vakzine (oder engl. Global Alliance for Vaccines and Immunization, GAVI) 
konnten dies Fallzahlen erheblich reduziert werden. So wurden der WHO für die Jahre 
2000 und 2017 853479 bzw. 173330 Masernfälle gemeldet. Diese Werte gelten als 
stark unterrepräsentiert, spiegeln aber den enormen Effekt dieser Impfkampagnen 
wieder (Dabbagh et al. 2018). Für das Jahr 2019 wurden der WHO 516411 Masernfälle 
aus 187 Mitgliedsstaaten gemeldet (WHO 2020). Obschon 2017 noch 109638 Masern-
assoziierte Todesfälle gemeldet wurden, beziffern Kalkulationen der WHO, dass 
zwischen 2000 und 2017 ca. 21 Millionen Todesfälle durch die Masernimpfung 
verhindert werden konnten (Dabbagh et al. 2018). Mehr als 95 % der tödlich 
verlaufenden Maserninfektionen treten hierbei in Ländern mit geringem Pro-Kopf-
Einkommen auf. Die erhöhte Inzidenz des tödlichen Verlaufs ist auf schlechtere 
medizinische Infrastrukturen und Mangelernährung der Bewohner zurückzuführen 
(WHO 2018). Des Weiteren ist die hohe Fallzahl vermutlich durch eine unvollständige 
Immunisierung, aufgrund des fehlenden Impfstoffs oder Ablehnung der Vakzine 
ausgelöst. Die globale Durchimpfungsrate mit der ersten Dosis der MV-Impfung lag im 
Jahr 2017 bei 85 % (Europa 94 %, Afrika 70 %), wohingegen die zweite Dosis nur 
65 % (Europa 90 %, Afrika 20 %) der Personen appliziert wurde. Ein hinreichender 
Immunstatus ist jedoch erst nach zweifacher Impfung erreicht (Uzicanin und 
Zimmerman 2011). Nach Berechnungen der WHO wurden weltweit 20,8 Millionen 
Kinder unter 12 Monaten 2017 nicht gegen Masern geimpft (Dabbagh et al. 2018). 
Trotz der im bundesdeutschen Mittel gesteigerten Impfquoten in den Jahren 2005 bis 
2015 von 94 % auf 96,8 % der ersten Masernimpfung und 76,6 % auf 92,8 % der 
zweiten Masernimpfung kommt es in Deutschland zu zyklischen Masernausbrüchen 
(Robert Koch-Institut 2017). Mit der Einführung der Meldepflicht der Masern in 
Deutschland im Jahr 2001 wurden im selben Jahr rund 6040 Fälle an das Robert 
Koch-Institut (RKI) gemeldet. Im Jahr 2003 wurden dem RKI lediglich ca. 780 Fälle 
gemeldet. Eine weitere Abnahme der Inzidenz in den folgenden Jahren konnte jedoch 
nicht verzeichnet werden und so folgen Jahre mit geringeren Fallzahlen (2007: 566 
Fälle; 2012: 165 Fälle; 2016: 325 Fälle) und Jahre mit ausgedehnten 
Masernausbrüchen (2006: 2308 Fälle; 2011: 1608 Fälle; 2013: 1769 Fälle; 2015: 2465 





Masern-assoziierter Todesfall wurde aus Essen übermittelt (Robert Koch-Institut 
2018). Für die Jahre 2018 und 2019 wurden 543 bzw. 516 Masernfälle in Deutschland 
gemeldet. Im Jahr 2020 wurden insgesamt 78 Maserninfektionen in Deutschland 
gemeldet (Stand 26.02.2021, Ständige Impfkommission 2020). Da es sich bei dem 
Masernvirus primär um einen humanpathogenen Erreger handelt, ist eine Eradikation 
durch entsprechend hohe Herdenimmunität möglich und Komplikationen oder gar 
Todesfälle können somit vermieden werden (Griffin 2013). Mit dem am 01. März 2020 
in Deutschland in Kraft getretenen „Gesetz für den Schutz vor Masern und zur 
Stärkung der Impfprävention (Masernschutzgesetz)“ soll ein ausreichend hoher Schutz 
bis zur Eradikation erzielt werden. Eine Übertragung des Erregers auf Primaten ist 
jedoch möglich. So verstarben mehrere Makaken (Macaca fuscata) in einem 
koreanischen Zoo an einer, vermutlich von Menschen übertragenen Maserninfektion. 
Virale Antigene wurden in der Lunge, Milz, Lymphknoten und im Gehirn nachgewiesen 
(Choi et al. 1999). Mittels experimenteller Infektionen von Primaten mit MV, konnte ein 
– dem Menschen ähnliches Krankheitsbild induziert werden. Die somit gewonnen 
Erkenntnisse trugen zu dem Verständnis der molekularen Pathogenese der 
Maserninfektion bei (Swart et al. 2007, Vries et al. 2010, Lemon et al. 2011, Ludlow et 
al. 2013).  
 
1.2 Das Masernvirus 
Das Masernvirus gehört zum Genus der Morbilliviren in der Familie der 
Paramyxoviridae (Condit 2013). Die behüllten, pleomorphen Viruspartikel sind aus 
sechs Strukturproteinen aufgebaut und haben eine Größe von 100 bis 300 nm, der 
schematische Aufbau ist in Abbildung 1 dargestellt. Die äußere Hülle des Virions bildet 
eine Lipiddoppelschicht, welche der Wirtszelle entstammt und im Zuge der 
Virusfreisetzung durch Knospung (engl. budding) angelagert wird. In diese Hülle 
integriert sind die transmembranen Oberflächenglykoproteine des Virus, das 
Hämagglutinin- und das Fusions-Protein (H und F). Diese bilden gemeinsam den 
Fusionskomplex und bedingen die Rezeptorbindung sowie die Fusion mit der Zielzelle 
(Griffin 2013). Das Matrix-(M)-Protein interagiert mit den intrazellulären Teilen der 
Oberflächenproteine und kann ebenfalls mit dem Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) 
assoziiert sein. Damit einhergehend besitzt es vermutlich regulatorische Funktionen 





Liljeroos et al. 2011, Ke et al. 2018). Das einzelsträngige, nicht-segmentierte, 
negativorientierte RNA-Genom wird durch das Nukleoprotein (N) gebunden und bildet 
somit das Nukleokapsid. Die virale RNA-abhängige RNA-Polymerase (engl. viral RNA-
dependent RNA-polymerase, vRdRp), bestehend aus den Proteinen Phospho (P) und 
Large (L), bildet mit dem Nukleokapsid den RNP-Komplex (Desfosses et al. 2011, 
Gutsche et al. 2015). Dieser stellt die minimale infektiöse Einheit des MV dar. 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des MV-Partikels.  RNP = 
Ribonukleoprotein-Komplex. Adaptiert nach Rota et al. 2016. 
 
1.3 Die Maserninfektion 
1.3.1 Akute Masern 
Der Beginn einer Maserninfektion zeichnet sich zunächst etwa 10 bis 13 Tage nach 
Erregerexposition durch hohes Fieber aus (Lessler et al. 2009). In dieser frühen Phase 
(Prodromalphase) treten weitere unspezifische Symptome wie Husten, Schnupfen und 
Tränen der Augen mit einhergehender Bindehautentzündung auf. Das erste typische 
Masernsymptom sind die Koplikschen Flecke – kleine, weiße Läsionen in der 
Mundschleimhaut (Tierney, JR und Wang 2006). Nach Sinken des Fiebers kommt es 
zu der Ausbildung eines Hautausschlags, welcher primär am Kopf beginnt und sich in 





Exanthems ist mit einem erneuten Anstieg des Fiebers und Ausbildung 
respiratorischer Symptome für drei bis fünf Tage verbunden. Der Hautausschlag ist 
durch eine perivaskuläre Infiltration lymphatischer Zellen bedingt und kann daher bei 
immunsupprimierten Personen ausbleiben oder verzögert auftreten (Moss et al. 1999). 
Von einer komplikationsfreien Maserninfektion genesen Patienten etwa innerhalb 
einer Woche nach Auftreten des Exanthems. Komplikationen im Zusammenhang mit 
einer Maserninfektion sind Lungenentzündungen, verursacht durch bakterielle 
Superinfektionen (Henneman et al. 1995). Ebenfalls können Bakterien- und 
Protozoen-verursachte Diarrhöen auftreten, welche besonders in den 
Entwicklungsländern hohe Mortalitätsraten bedingen (Perry und Halsey 2004). Im 
Zusammenhang mit Mangelernährung kommt es ebenfalls zu Erblindungen in Folge 
der Masern. Besonders in Afrika südlich der Sahara und Südwest Asien sind bis zu 
30 % aller Erblindungen bei Kindern auf eine Maserninfektion zurückzuführen (Semba 
und Bloem 2004). Des Weiteren können Komplikationen mit neurologischer 
Manifestation auftreten. 
 
1.3.2 Neurologische Komplikationen der Maserninfektion 
Die Symptomatik der akuten postinfektiösen Masernenzephalitis (APME) ist nicht 
durch den Eintritt des Masernvirus in das Zentralnervensystem ausgelöst. Die 
stattfindende Demyelinisierung von Neuronen ist vielmehr durch eine 
Autoimmunreaktion bedingt (Liebert et al. 1988) und intrathekal synthetisierte 
Antikörper gegen das Masernvirus konnten nicht im Liquor nachgewiesen werden 
(Pohl-Koppe et al. 1995). Molekularbiologisch wurden MV-spezifische Nukleinsäuren 
im Gehirn detektiert, jedoch in so geringer Menge und in Abwesenheit MV-spezifischer 
Antikörper, dass die Virus-induzierte Immunantwort weiterhin als Auslöser der 
Symptome gilt (Nakayama et al. 1995). Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer 
APME wird bei ungeimpften Personen mit 0,1 % angegeben. Eine Impfung verringert 
diese Wahrscheinlichkeit um den Faktor tausend (Bennetto und Scolding 2004). Die 
Mortalität beträgt etwa 10 bis 15 %, wobei 25 % der Überlebenden dauerhafte, 
schwere neurologische Komplikationen erleiden (Buchanan und Bonthius 2012).  
Neben der hier beschriebenen autoimmunologisch verursachten, zentral-nervösen 
Komplikation gibt es noch zwei weitere, sehr schwere Folge, bei denen MV in den 





Maserneinschlusskörper Enzephalitis (engl. measles inclusion body encephalitis, 
MIBE) wird durch den Eintritt des Masernvirus in das Gehirnparenchym hervorgerufen. 
Die klinische Phase dieser Erkrankung manifestiert sich meist innerhalb des ersten 
Jahres nach der primären Maserninfektion und ist auf immunsupprimierte Personen 
beschränkt (Rima und Duprex 2006). Als Ursache wird die, während der akuten 
Masern sehr hohe Viruslast Betroffener angenommen und dass das Virus auch nach 
Abklingen der Infektion nicht vollständig eliminiert werden kann. Aus Gehirnmaterial 
isolierte Viren zeigten Mutationen gegenüber den initial infizierenden MV, welche 
wildtypische oder Impf-Stämme sein können (Cattaneo et al. 1989b, Hardie et al. 2013, 
Rima und Duprex 2006). Die Symptome bedingen in bis zu 75 % der Fälle einen letalen 
Ausgang (Buchanan und Bonthius 2012). Eine Behandlung ist nur symptomatisch 
möglich, jedoch scheint Ribavirin unterstützend zu wirken (Mustafa et al. 1993). 
Überlebende leiden in der Folge häufig an schweren neurologischen 
Beeinträchtigungen (Mustafa et al. 1993, Young und Rall 2009). In der Folge eines 
Masernausbruchs 2009/2010 in Südafrika verstarben acht Patienten die zuvor positiv 
auf das humane Immundefizienz-Virus (HIV) getestet wurden, an einer 
zentralnervösen Manifestation des MV (Albertyn et al. 2011).  
Eine weitere Form der neurologischen Komplikationen ist die subakute sklerosierende 
Panenzephalitis (SSPE). Wie bei der MIBE ist der Krankheitsverlauf hier durch einen 
Eintritt des MV in das ZNS bedingt. Ein Zusammenhang der assoziierten Symptomatik 
und dem MV wurde durch den Nachweis spezifischer Antikörper in Liquor und Serum 
vermutet (Connolly et al. 1967). Obschon die elektronenmikroskopische Analysen und 
Immunfluoreszenznachweise die Präsenz des MV in Gehirnmaterial nahelegten, 
konnte nach Inokulation von Schafen, Ziegen, Schweinen, Hühnern, Truthähnen, 
diversen Primatenarten, Frettchen und verschieden Zelllinien, mit dem zuvor 
analysierten Gehirnmaterial, kein Virus isoliert werden (Freeman et al. 1967). Nach 
diesen ersten Versuchen der Virusvermehrung in verschiedenen Säugetieren, wurde 
das MV 1969 als infektiöses Agens der SSPE durch Co-Kultivierung von Hirnbiopsie-
Material mit humanen Krebszellen (HeLa) und Nebennierenzellen der grünen 
Meerkatze (Vero) identifiziert (Horta-Barbosa et al. 1969, Payne et al. 1969, Chen et 
al. 1969). Als Initiatoren dieser neurologischen Komplikation wurden wildtypische 
MV-Stämme identifiziert, welche sich genotypisch von den Impfstämmen 
unterscheiden (Bellini et al. 2005). In der retrospektiven Studie von Bellini und Kollegen 





Weiteren ist beschrieben, dass die aus Patienten isolierten MV Mutationen gegenüber 
den MV aufzeigen, welche die primäre Maserninfektion auslösten (Baczko et al. 1986, 
Cattaneo et al. 1986, Cattaneo et al. 1988a, Cattaneo et al. 1988b, Cattaneo et al. 
1989b). Da Symptome wie Wesensveränderungen, Krampfanfälle, Abnahme der 
kognitiven Leistungen, motorische Beeinträchtigung, Erblinden und Koma etwa sieben 
Jahre nach der primären Maserninfektion auftreten, spricht man bei der SSPE von 
einer slow-virus Infektion (Takasu et al. 2003, Bellini et al. 2005, Garg 2008). Jedoch 
kann es gerade bei intrauteriner oder Exposition in frühen Lebensjahren zu dem 
Auftreten der Symptomatik wenige Monate nach der MV-Infektion kommen (Aulakh 
und Tiwari 2013, Dasopoulou und Covanis 2004). Ebenfalls gibt es einen Bericht, dass 
ein 49-jähriger Mann 47 Jahre nach einer Maserninfektion mit SSPE diagnostiziert 
wurde und etwa 14 Monate später an dieser verstarb (Gagnon und Bouchard 2003). 
Die in der Literatur angegebene Inzidenz variiert stark, sodass statistisch eine SSPE-
Manifestation pro 90000 Maserninfektionen bei Kindern über fünf Jahren bzw. eine 
Manifestation je 5500 Maserninfektionen innerhalb des ersten Lebensjahres 
angegeben werden (Miller et al. 1992, Miller et al. 2004); ebenfalls ist ein Verhältnis 
von 1:9100 publiziert (Bellini et al. 2005). Weitere Analysen von Metadaten legten 
nahe, dass eine SSPE bei bis zu einem von 600 Kindern, die sich vor dem Vollenden 
des ersten Lebensjahres mit dem MV infizieren, auftreten kann (Moss und Griffin 
2012). Eine Behandlung der SSPE ist nur symptomatisch möglich und der 
Krankheitsverlauf ist stets letal. Die Medikation mit Interferon-alpha, Ribavirin und 
Inosiplex konnte die Symptome eines Patienten anfangs lindern, jedoch verstarb 
dieser in der Folge an der SSPE (Solomon et al. 2002). Der genaue Mechanismus, 
welcher einen Eintritt des MV in das ZNS ermöglicht bzw. bedingt und wie es zu der 
zentral-nervösen Manifestation der Infektion kommt, ist noch nicht geklärt. 
 
1.3.3 Rezeptoren und Zelltropismus des Masernvirus 
Eine Möglichkeit den zellulären Tropismus zu untersuchen, bieten rekombinante, 
beispielsweise ein Reporterprotein, wie das grün fluoreszierende Protein (GFP), 
exprimierende MV. Diese wurden für experimentelle Infektionen von Makaken 
verwendet. Damit konnten infizierte dendritische Zellen und Makrophagen in der Lunge 
bereits zwei Tage nach Erregerexposition als primäre Zielzellen des MV detektiert 





Zellen (engl. dendritic cells, DCs) gebundenes MV in die lymphatischen Gewebe 
transportieren, T-Zellen aktivieren sowie diese letztlich infizieren. Des Weiteren 
werden MV-spezifische Antigene durch DCs den CD4+-T-Zellen präsentiert, was deren 
Aktivierung und SLAM-Expression (engl. signalling lymphocyte activation 
molecule, SLAM) bewirkt (Witte et al. 2008). Dieser Co-Transport ist zum einen für die 
Überwindung der Epithelschicht notwendig und bewirkt zum anderen, dass infektiöses 
MV in eine Umgebung mit vielen permissiven Zellen gelangt. In dem Primatenmodell 
konnten, im Anschluss an die lokale Virusvermehrung in den Alveolen, etwa 7 bis 9 
Tage nach der Infektion Synzytien in subepithelialen, lymphatischen Geweben der 
Bronchien und fusionierte Immunzellen in den mediastinalen Lymphknoten detektiert 
werden (Ludlow et al. 2015). Es folgte eine starke Virusreplikation in den Lymphknoten 
sowie die sich anschließende systemische Ausbreitung des MV (Vries et al. 2012). In 
einer Studie, bei welcher Gewebe von MV-Patienten untersucht wurde, konnte der 
zuvor in Modellsystemen charakterisierte Tropismus des MV bestätigt werden. Des 
Weiteren erfolgte ein Nachweis der MV-Infektion in Schleimhaut-assoziierten 
lymphatischen Geweben des Darms (Allen et al. 2018). Der zelluläre Tropismus des 
MV bedingt eine Leukopenie während des Infektionsgeschehens (Beckford et al. 1985, 
Ryon et al. 2002). Infektionsversuche mit Makaken und isolierten humanen 
Immunzellen konnten diesen Sachverhalt bestätigten und offenlegen, dass T-
Gedächtniszellen und B-Zellen in den Follikeln infiziert werden. Nach dem Höhepunkt 
der virämischen Phase der Masern werden die infizierten Zellen durch das 
Immunsystems beseitigt. Es wird davon ausgegangen, dass hierdurch nicht nur das 
angeborenen Immunsystem akut supprimiert wird, sondern vielmehr ebenso früher 
erworbene Immunitäten verloren gehen können (Vries et al. 2012, Griffin 2010). In der 
Folge steigt die Zahl der Leukozyten nominell wieder an, dies ist vermutlich bedingt 
durch die Proliferation MV-spezifischer Immunzellen und maskiert somit die erfolgte 
Serokonversion (Ludlow et al. 2015). Die Konsequenzen der MV-bedingten „Amnesie 
des Immunsystems“ und des anergischen Zustands von Lymphozyten können bis zu 
drei Jahren nach der Maserninfektion noch ein Risiko für Betroffene darstellen (Mina 
et al. 2015).  
Der initiale Schritt einer Virusinfektion ist die spezifische Bindung des Erregers an die 
Wirtszelle. In der Folge infiltrieren Viren die Zellen und replizieren in diesen, wobei hier 
morphologische Veränderungen der Zellen entstehen können. Für die Identifikation 





konnte die für die MV-Replikation typische Bildung von Synzytien in permissiven 
Zelllinien mittels eines monoklonalen Antikörpers verhindert werden (Naniche et al. 
1992). In der Immunpräzipitation wurde ein Glykoprotein, welches auf humanen und 
simianen Zellen exprimiert wird, als möglicher Bindungspartner des MV detektiert. In 
der Folge gelang die Identifikation dieses Moleküls als CD46 (oder MCP, engl. 
membrane cofactor protein) (Dorig et al. 1993, Naniche et al. 1993). In beiden 
Arbeitsgruppen wurden für diese Experimente Virusstämme verwendet, welche zuvor 
in Vero-Zellen propagiert wurden. CD46 ist ein Typ 1 Transmembranprotein und wird 
auf allen kernhaltigen humanen Zellen exprimiert. Bei verschiedenen Affenarten wird 
es ebenfalls von Erythrozyten exprimiert. Physiologisch bedingt CD46 die Bindung der 
Komplementfaktoren C3b und C4b und initiiert deren proteolytische Spaltung, was 
wiederum die Zelle vor Schäden durch das Komplementsystem schützt (Oglesby et al. 
1992, Kemper und Atkinson 2009). Der extrazelluläre Amino-Terminus von CD46 
besteht aus vier kurzen, sich wiederholenden Strukturmotiven (SCRs, engl. short 
consensus repeats) (Barlow et al. 1991). Diesen vier Motiven folgt eine Domäne mit 
hohem Serin/Threonin/Prolin (STP)-Anteil, eine 12 Aminosäure (AS) große Domäne 
nah der Membran, eine Transmembrandomäne sowie ein zytoplasmatischer Teil (Post 
et al. 1991). Die posttranslationelle Modifikation der SCR 2 Region durch 
Glykosylierung ist hierbei für die Bindung des MV essenziell (Maisner et al. 1996). Die 
Bindung des MV-H-Proteins konnte auf die SCR 1 und 2 Motiv von CD46 
zurückgeführt werden. Trotz des Austauschs einzelner Aminosäuren in diesen 
Domänen kommt es zu einer Interaktion zwischen Virus und Rezeptor, jedoch mit 
verringerter Affinität (Hsu et al. 1997, Hsu et al. 1998). Diese Mutagenese-Versuche 
und die Kristallstrukturanalyse von CD46 legten nahe, dass wahrscheinlich spezifische 
Regionen und nicht einzelne AS die Interaktion des MV-H-Proteins mit CD46 als 
Rezeptor bedingen (Mumenthaler et al. 1997, Casasnovas et al. 1999). Das MV zeigt, 
wie oben beschrieben, klinisch einen deutlichen Tropismus zu Epithelzellen und 
B- sowie T-Lymphozyten, welcher mit der nahezu ubiquitären Expression von CD46 
als alleinigen Rezeptor nicht erklärt werden kann. Ebenfalls wurde die resultierende 
Suche nach einem weiteren Rezeptor durch die Beobachtung untermauert, dass für 
die Virusanzucht von klinischen MV-Isolaten auf Vero-Zellen eine Adaptation an diese 
notwendig war. Effektiver gelang die Vermehrung in B-Zelllinien (Kobune et al. 1990). 
Da wildtypische Masernisolate keinen Einfluss auf die CD46-Expression haben, keine 





wurde die Existenz eines weiteren Rezeptors auf B-Zellen vermutet (Schneider-
Schaulies et al. 1995, Lecouturier et al. 1996, Buckland und Wild 1997, Hsu et al. 
1998). Ebenfalls gelang eine genaue Identifikation der veränderten AS des H-Proteins 
von zellkulturadaptierten Viren gegenüber wildtypischen, welche eine Bindung an 
CD46 ermöglicht (Lecouturier et al. 1996). In der Folge konnte gezeigt werden, dass 
die Bindung des H-Proteins an einen zellulären Rezeptor notwendig ist, um eine 
effektive Virusreplikation zu gewährleisten (Tatsuo et al. 2000a). Die beschriebenen 
Erkenntnisse deuten auf eine untergeordnete Rolle des CD46-Moleküls als 
Eintrittsrezeptor des MV im Geschehen einer akuten Infektion hin.  
Die primären Zielzellen des über Aerosole übertragenen Masernvirus sind 
Makrophagen und dendritische Zellen des Respirationstrakts (Ferreira et al. 2010, 
Lemon et al. 2011). Als Rezeptor konnte das SLAM-Molekül (auch bekannt als CD150) 
identifiziert werden. In dieser Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dass wildtypische MV-
Isolate und zellkulturadaptierte Stämme SLAM als Eintrittsrezeptor nutzen können 
(Tatsuo et al. 2000b). CD150 ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und wird 
von ausgereiften dendritischen Zellen, Makrophagen, aktivierten Monozyten, 
Thymozyten, Gedächtnis-T-Zellen ebenso auf aktivierten B- und T-Zellen, 
Thrombozyten sowie hämatopoetischen Stammzellen exprimiert (Calpe et al. 2008, 
Kiel et al. 2005). Als stimulierendes Molekül besitzt es regulatorische Funktionen in der 
angeborenen und erworbenen Immunantwort (Calpe et al. 2008). So initiieren und 
regulieren SLAM-exprimierende Makrophagen beispielsweise die Immunantwort 
gegen gram-negative Bakterien (Berger et al. 2010). 
Ebenfalls in die Masernpathogenese involviert ist das von dendritischen Zellen 
exprimierte C-Typ Lekitin-Molekül DC-SIGN (engl. DC-specific intercellular adhesion 
molecule 3-grabbing nonintegrin). Beide Oberflächenglykoproteine des MV können mit 
diesem Molekül interagieren, jedoch kann es – in Abwesenheit von SLAM – nicht für 
die Infektion von Zellen genutzt werden. Die Infektion SLAM- und DC-SIGN-positiver 
DC konnte wiederum durch experimentelle Hemmung von DC-SIGN verhindert 
werden (Witte et al. 2006). Dieser Sachverhalt wird auch dadurch bestätigt, dass die 
Bindung des MV an DC-SIGN eine Signalkaskade auslöst, welche eine verstärkte 
Membranexposition von SLAM bewirkt, was wiederum den Eintritt des Virus in die 
Wirtszelle bewirken kann und somit vermutlich eine gesteigerte Permissivität 





dieses C-Type Lekitin-Moleküls für die Masernpathogenese und den damit 
verbundenen zellulären Tropismus ist jedoch noch nicht vollständig geklärt. Es ist 
dennoch denkbar, dass das MV, wie das humane Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1), 
Ebola oder Dengue Virus, durch die oben beschriebene Interaktion dendritische Zellen 
nutzt, um T-Zellen zu infizieren, sowie diese funktionell zu inhibieren und damit im Wirt, 
durch einhergehende Immunmodulation besser verteilt werden kann (van Kooyk und 
Geijtenbeek 2003).  
 
Abbildung 2: Die Maserninfektion und Transmission.  Das Masernvirus (MV) wird 
über Aerosole übertragen. Nach der Aspiration in den respiratorischen Trakt werden 
das signalling lymphocyte activation molecule (SLAM) exprimierende alveoläre 
Makrophagen und Dendritische Zellen (DC) infiziert. Es folgt eine Virusvermehrung in 
den lokalen lymphatischen Geweben (in grün dargestellt) und die sich anschließende 
systemische Infektion. MV-infizierte Lymphozyten und DC migrieren in subepitheliale 
Zellschichten und übertragen das MV an Epithelzellen verschiedener Organe. Die 
Infektion erfolgt über den basolateral exprimierten Rezeptor Nectin-4. Die 
Virusfreisetzung in das Lungenlumen erfolgt über die apikale Seite der Epithelzellen. 
Weitere Erläuterungen finden sich im Text. RNP = Ribonukleoprotein-Komplex 






Für die aerogene Übertragung des MV ist, nach der Dissemination mittels 
lymphatischer Zellen, ein erneutes Überwinden des Epithels notwendig, um eine 
Freisetzung des Virus in das Lungenlumen zu gewährleisten. Es wurde festgestellt, 
dass das MV Epithelzellen des Respirationstrakts, des Gastrointestinaltrakts und 
verschiedener Organe infiziert und charakteristische, vielkernige Riesenzellen 
auftreten (Lightwood und Nolan 1970, Hall et al. 1971). Diese pathologischen Schäden 
der Epithelzellschicht treten vermehrt in späteren Stadien der akuten Maserninfektion 
im oberen Respirationstrakt auf (Becroft und Osborne 1980). Des Weiteren findet in 
Epithelzellen der Luftröhre eine Replikation des Virus statt und infektiöse Partikel 
werden in das Lumen entlassen (Sakaguchi et al. 1986). Experimentelle Infektionen 
von humanen Lungenepithelzellen zeigten, dass der Viruseintritt basolateral erfolgt, 
jedoch apikal Virus abgegeben wird (Sinn et al. 2002). Ebenso wurde in diesen 
Versuchen gezeigt, dass kein bekannter MV-Rezeptor an der basolateralen Seite der 
Zellen exprimiert wird. In primären humanen Lungenzellen war eine 
molekularbiologische Detektion von SLAM ebenfalls nicht möglich, jedoch induziert die 
MV-Infektion Synzytienbildung in diesen Zellen (Takeuchi et al. 2003). Diese 
Beobachtungen und Versuche legten die Existenz eines weiteren MV-Rezeptors nahe, 
welcher an der basolateralen Seite von Epithelzellen exprimiert wird und damit 
wahrscheinlich die Übertragung des Virus aus infizierten Lymphozyten in das Lumen 
des Respirationstrakts bewirkt (Leonard et al. 2008).  
Die Interaktion des MV mit diesem vermuteten epithelialen Rezeptor konnte keiner 
zuvor beschriebenen Rezeptor-Bindungsdomäne des Hämagglutinin-Proteins 
zugeordnet werden (Tahara et al. 2008). Jedoch gelang es den Rezeptor auf zellulärer 
Ebene den Proteinen der Zell-Zell-Kontakte zuzuordnen (Shirogane et al. 2010). Kurz 
darauf beschrieben zwei Gruppen unabhängig voneinander, dass Nectin-4 (oder engl. 
poliovirus receptor-like protein 4; PVRL4) als epithelialer Rezeptor des MV fungiert 
(Noyce et al. 2011, Muhlebach et al. 2011). Nectin-4 ist ein Typ 1 
Transmembranprotein der Immunglobulin-Superfamilie. Ebenfalls ist es Bestandteil 
der Adhäsionsverbindungen (engl. adherens junctions) benachbarter Zellen und 
interagiert mit Cadherinen und Afadin sowie daraus resultierend mit dem Zytoskelett 
(Meng und Takeichi 2009). Die Transkription des Gens wurde in Zellen der Haut, 
Luftröhre, Lunge, Magen und Prostata nachgewiesen (Reymond et al. 2001, Brancati 
et al. 2010). Die basolaterale Expression von PVRL4 in humanen Lungenepithelzellen 





ist nicht möglich und bestätigt damit, dass Lungenepithelzellen nicht die primären 
Zielzellen einer Maserninfektion sind (Tahara et al. 2008, Ludlow et al. 2010). In 
Versuchen mit Affen konnte gezeigt werden, dass infizierte, SLAM-exprimierende 
myeloide Zellen das MV an die Epithelzellen der Lunge übertragen und in der Folge 
basolateral exprimiertes Nectin-4 als Eintrittsrezeptor dient. Dieser Prozess ermöglicht 
daraufhin den Übergang des MV in das Lumen des Respirationstrakts (Frenzke et al. 
2013). Die Identifikation von PVRL4 als MV-Rezeptor schließt eine entscheidende 
Lücke in dem Verständnis des Infektionszyklus der Masern, da offengelegt wird wie 
das aerogen übertragene Virus die scheinbare Sackgasse der lymphatischen 
Replikation verlässt und auf weiter permissive Wirte übertragen werden kann. 
 
1.3.4 zentralnervöse Manifestation des MV 
Welcher Mechanismus den Eintritt des MV in des ZNS ermöglicht ist noch nicht 
bekannt. Klar ist jedoch, dass hierfür die Bluthirnschranke (BHS) überwunden werden 
muss. Die BHS ist eine physikalische, selektiv-permeable Barriere zwischen dem 
peripheren Blut und dem Parenchym des ZNS und reguliert dessen Homöostase 
(Daneman und Prat 2015). Die Besonderheit ist hierbei die Assoziation der 
Endothelzellen untereinander und mit den perivaskulären, muralen Zellen. Die 
Endothelzellen sind über tight junctions miteinander verbunden und bauen eine 
Basalmembran auf (Abbott et al. 2010). Durch beide Strukturen wird der parazelluläre 
Durchfluss maßgeblich reduziert (Reese und Karnovsky 1967). Ebenfalls ist der 
Vesikel-bedingte, transzelluläre Stofftransport eingeschränkt und kann lediglich, 
gerichtet über membranständige Moleküle erfolgen (Betz et al. 1980). Passiv können 
unpolare Moleküle und Gase die BHS durchdringen. Über verschiedene 
membranständige Transporter werden polare Moleküle wie Glukose und Aminosäuren 
ausgetauscht (Abbott et al. 2010). Abluminal sind die Endothelzellen großer 
Blutgefäße von glatten Muskelzellen und die der Kapillaren von Perizyten umgeben, 
welche mit den Astrozyten die Basallamina aufbauen (Daneman und Prat 2015, Abbott 






Abbildung 3: Schematische Darstellung von Zellassoziationen der 
Bluthirnschranke. BL1 bezeichnet die Basalmembran, welche von den 
Endothelzellen aufgebaut wird. BL2 bezeichnet die Basallamina, welche von den 
Astrozyten-Endfüßen aufgebaut wird. nach (Abbott et al. 2010) 
 
Es ist beschrieben, dass Lymphozyten die Bluthirnschranke passieren können 
(Bechmann et al. 2007). Demnach könnten diese als Vehikel des MV dienen und eine 
Freisetzung infektiöser Partikel innerhalb des ZNS erfolgen (Fournier et al. 1985, ter 
Meulen und Liebert 1993, Young und Rall 2009). Ebenfalls konnte eine MV-Infektion 
von Endothelzellen nachgewiesen werden (Kirk et al. 1991, Esolen et al. 1995). In 
weiteren Experimenten wurde gezeigt, dass MV-infizierte Lymphozyten und 
Monozyten an Endothelzellen binden können und durch diesen engen Kontakt eine 
direkte Übertragung des MV in die Endothelzellen erfolgen kann. Daraus resultiert eine 
sowohl apikale als auch basolaterale Expression viraler Proteine und die 
Virusfreisetzung (Dittmar et al. 2008). Eine dritte Möglichkeit, wie das MV die BHS 
überwinden könnte ist der anterograde Transport des Virus über Neurone. Das nah 
verwandte Hundstaupevirus (Canine Distemper Virus, CDV) konnte nach Infektion 
Virusnachweis innerhalb des ZNS nachgewiesen werden. Eine vermehrte Detektion 
von CDV in und an dem Riechhirn legt nahe, dass Dendriten olfaktorische Neurone – 
welche in enger Assoziation mit Epithelzellen in der Nase vorkommen – infiziert 
werden und in der Folge das Virus in diesen Neuronen direkt in das ZNS gelangen 
kann (Rudd et al. 2006). Das MV kann ebenfalls in Neuronen transportiert und über 
direkten Zell-Zell-Kontakt übertragen werden. Hierbei werden keine freien Viruspartikel 





(Lawrence et al. 2000, Ehrengruber et al. 2002). Des Weiteren konnte gezeigt werden, 
dass Nectin-1 exprimierende Zellen über Transendozytose Membranstücke sowie 
Zytoplasma von benachbarten Nectin-4 exprimierenden Zellen aufnehmen können. Da 
Epithelzellen des Nasen-Rachenraums Nectin-4 exprimieren, somit von dem MV 
infiziert werden können und angrenzende olfaktorische Neurone Nectin-1 exprimieren, 
ist dieser Mechanismus als Eintrittspforte des MV in das ZNS denkbar (Generous et 
al. 2019). Demnach ist, wie für CDV beschrieben ein transneuronaler Viruseintritt in 
des ZNS möglich. Inwiefern nur eine dieser Routen oder eventuelle Kombinationen für 
den Neurotropismus des MV bedeutend sind, ist noch nicht geklärt. Periphere 
neuronale Zellen sowie die Zellen des ZNS exprimieren jedoch die Rezeptoren 
wildtypischer MV (SLAM und Nectin-4) nicht (McQuaid und Cosby 2002, Reymond et 
al. 2001). Die Adaptation und die folgende Neuropathologie des MV wird mit 
Mutationen innerhalb des viralen Genoms in Verbindung gebracht, welche es den 
Mutanten ermöglichen, sich in Abwesenheit der Rezeptoren (SLAM und Nectin-4) 
auszubreiten. Zunächst wurden Mutationen die die Expression des intraviralen 
Matrixproteins herabsetzen oder gar unterbinden (Cattaneo et al. 1989b) mit der 
Neuroadaptation in Verbindung gebracht. Bei weiteren Studien wurden zusätzliche 
Mutationen in den Oberflächenproteinen von SSPE- oder MIBE-Isolaten des MV sowie 
experimentell unter Selektionsdruck generierten MV-Isolaten nachgewiesen 
(Watanabe et al. 2013, Hardie et al. 2013, Watanabe et al. 2015, Angius et al. 2019, 
Ayata et al. 2010, Ha et al. 2017). Die genauen Mechanismen der Neuroadaptation 
sind jedoch noch nicht vollständig geklärt. 
 
1.4 Replikation des Masernvirus 
Nach der Bindung des H-Proteins an einen Wirtszellrezeptor wird, vermittelt durch das 
F-Protein der RNP in das Zytoplasma eingeschleust, wo die Replikation des MV 
stattfindet. Das virale Genom besitzt sechs offene Leseraster (engl. open reading 
frames, ORFs), welche für ebenso viele Strukturproteine und zwei 
Nichtstrukturproteine (NSP) kodieren (3‘-N-P-M-F-H-L-5‘). Beide NSP werden von 
dem P-Gen abgelesen. Die genomische RNA besitzt zudem an ihrem 3‘-Ende eine 
Leader- und an ihrem 5‘-Ende eine Trailersequenz, welche 56 respektive 40 
Nukleotide lange sind. Die Leadersequenz ist die Bindestelle der vRdRp und fungiert 





intergenische, nicht translatierte Sequenzen voneinander getrennt. Die Initiation der 
mRNA Transkription findet durch Bindung der viralen Polymerasemaschinerie an der 
Leader-Sequenz statt. Diese Polymerase transkribiert das Genom in 5‘-Richtung und 
trifft hierbei auf die intergenischen Sequenzen. Diese werden nicht transkribiert, 
sodass erst an dem folgenden ORF eine weitere mRNA synthetisiert wird. Die Affinität 
der Polymerase ist an den intergenischen Bereichen geringer als innerhalb der Gene, 
daher kann es hier zu einem Ablösen von dem Nukleokapsid kommen. Eine 
Reinitiation der Transkription ist jedoch nur an der Leader-Sequenz möglich. Aus 
diesem Sachverhalt ergibt sich eine Transkriptionsgradient zu Gunsten der 
3‘-gelegenen Gene, sowie ein resultierender Gradient der translatierten Proteine 
(Cattaneo et al. 1987). Ist ein gewisses Niveau an N- und P-Protein in der Wirtszelle 
erreicht, erfolgt ein Wechsel von der mRNA-Transkription hin zu der Replikation des 
viralen Genoms. Wichtig für diesen Schritt ist die N-P-vermittelte Stabilisierung der 
viralen RNA, um eine vollständiges Ablesen dieser Matrize durch die vRdRp zu 
ermöglichen (Cox et al. 2017). Das zunächst gebildete Antigenom besitzt an seinem 
3‘-Ende einen sehr starken Promotor, welcher bedingt, dass weniger Antigenom im 






Abbildung 4: Schematische Darstellung der Replikation des MV. Nach der 
Infektion der Wirtszelle erfolgt die Transkription des als RNP vorliegenden viralen 
Genoms in polyadenylierte mRNA-Spezies. Der hierbei entstehende Gradient zu 
Gunsten der 3‘-gelegenen Gene verschoben. Für die Replikation der viralen RNA wird 
das Antigenom als Zwischenprodukt gebildet, welches wiederum durch die weiteren 
Bestandteile des RNP stabilisiert und in das MV-Genom transkribiert werden kann. 
Sowohl das entstehende Antigenom als auch das Genom werden durch das virale N-
Protein gebunden und somit vor Abbau durch RNasen geschützt. Die genauen 
Funktionen der viralen Proteine und die funktionellen Bereiche sind in dem folgenden 
Abschnitt näher erläutert. 
 
1.5 Proteine des Masernvirus 
1.5.1 Nukleoprotein 
Ein Merkmal einzelsträngiger RNA-Viren ist, dass das Genom von mehreren Einheiten 
eines viralen Proteins – dem Nukleoprotein (N) – umgeben ist (Ruigrok et al. 2011). 
Die Einheit aus N-Protein und RNA wird als Nukleokapsid bezeichnet, hat eine 
Fischgräten-ähnliche Struktur und ist etwa 1 µm lang (Lund et al. 1984). Das 525 AS 
große Nukleoprotein des MV besteht aus zwei funktionellen Domänen (NCORE und 
NTAIL). Die AS 1 bis 400 (NCORE) vermitteln die Bindung an die RNA und der N-Proteine 
untereinander (Karlin et al. 2002a, Kingston et al. 2004a, Desfosses et al. 2011). Wie 
auch für andere Paramyxoviridae beschrieben, bindet jedes N-Monomer des MV, 





1993, Gutsche et al. 2015). Die sich daraus ergebende „rule of six“ besagt, dass die 
Anzahl der Nukleotide des viralen Genoms ein Vielfaches von sechs darstellen 
müssen, damit des Virus replikationsfähig ist (Radecke et al. 1995, Kolakofsky et al. 
1998). Der Carboxyterminus (C-Terminus) des N-Proteins (AS 401 bis 527; NTAIL) ist 
intrinsisch unstrukturiert und kann daher mit vielen Bindungspartnern interagieren 
(Karlin et al. 2003). Die Bindung des viralen Phospho-Proteins (AS 457 bis 507) an die 
AS 486-505 des N-Proteins führt zu einer Konformationsänderung dieser Domäne, 
was wiederum die Assoziation mit zellulären Proteinen verhindert und somit die virale 
Replikation ermöglicht (Longhi et al. 2003, Kingston et al. 2004b, Jensen et al. 2011). 
Neben dieser regulatorischen Funktion der Virusreplikation sind Interaktionen der 
NTAIL-Domäne mit verschiedenen zellulären Proteinen, wie dem Hitzeschock-Protein 
72 und dem Interferon-regulierendem Faktor 3 beschrieben (Zhang et al. 2005, 
Colombo et al. 2009).  
 
1.5.2 Phosphoprotein sowie die Proteine C und V 
Der ORF des Phosphoproteins (P) kodiert ebenfalls die beiden Nichtstrukturproteine 
C und V. Das 507 AS große P-Protein ist ein Kofaktor der viralen Polymerase, welcher 
durch Phosphorylierung aktiviert wird (Robbins und Bussell 1979). Infektiöse 
Viruspartikel beinhalten im Vergleich zu infizierten Zellen geringe Mengen P-Protein, 
da es verschiedene Funktionen im Zuge der Replikation besitzt. Der Aminoterminus 
(N-Terminus) des P-Proteins vermittelt die Bindung an den C-terminalen Teil der 
NCORE-Domäne, verhindert damit die Assoziation des N-Proteins mit zellulären 
Proteinen sowie dessen Oligomerisierung und die Translokation in den Zellkern, was 
wiederum die Transkription des viralen Genoms ermöglicht (Huber et al. 1991, Karlin 
et al. 2002b). Des Weiteren bewirkt diese Domäne des P-Proteins, die 
sequenzspezifische Initiation der Bindung des naszierenden viralen Genoms (durch 
das N-Protein) an der viralen Leader-Sequenz (Spehner et al. 1997, Milles et al. 2016). 
Die Anlagerung der viralen Polymerasemaschinerie an die RNA-Matrize wird durch die 
Bindung der C-terminalen AS 457-507 des P-Proteins an die NTAIL-Domäne des N-
Proteins vermittelt (Kingston et al. 2004a, Kingston et al. 2004b). Diese instabile 
Protein-Protein-Interaktion ermöglicht des „Gleiten“ der viralen Polymerase über das 





Das lediglich 186 AS große C-Protein wird von der Phospho-Protein mRNA abgelesen, 
jedoch initiiert die Translation erst nach 19 Nukleotiden und wird durch eine 
Leserasterverschiebung sowie eines damit einhergehenden Stopp-Codons vorzeitig 
terminiert (Bellini et al. 1985). Während des Infektionsgeschehens inhibiert des C-
Protein die Interferoninduktion und ermöglich somit die MV-Replikation (Takeuchi et 
al. 2005, Nakatsu et al. 2008).  
Durch RNA-Editierung eines kleinen Prozentsatzes der Phospho-Protein mRNA wird 
die mRNA für das V-Protein gebildet, indem ein zusätzliches Guanin eingefügt wird. 
Dies bedingt einen Shift des Leserasters, wobei das V Protein N-terminal die gleichen 
231 AS wie das P-Protein besitzt und sich von diesem nur in den letzten  67 AS des 
C-Terminus unterscheidet (Cattaneo et al. 1989a). Wie auch das C-Protein inhibiert 
das V-Protein die zelluläre Interferonantwort im Rahmen der angeborenen Immunität 
und führt so zur gesteigerten Vermehrung des MV (Nakatsu et al. 2008, Schuhmann 
et al. 2011).  
 
1.5.3 Matrixprotein 
Das M-Protein des MV ist 335 AS groß und kann eine Vielzahl von Interaktionen 
eingehen. So besitzt es nach zytoplasmatischer Synthese, eine intrinsisch vermittelte 
Lokalisation an die Zellmembran. In polaren Zellen kommt es zur Akkumulation des M-
Proteins an der apikalen Membran (Naim et al. 2000, Riedl et al. 2002). An der 
Lipiddoppelschicht interagiert das M-Protein mit beiden viralen Oberflächenproteinen. 
Kommt es aufgrund von Mutationen des M-Proteins zu einer verminderten Interaktion 
mit den Glykoproteinen, wird die Synzytienbildung infizierter Zellen verstärkt und die 
Bildung infektiöser Viruspartikel (engl. Assembly) reduziert (Runkler et al. 2007). Das 
M-Protein interagiert ebenfalls mit dem RNP und vermittelt dessen Transport an die 
Zellmembran, wodurch es regulatorische Funktionen der Virusassemblierung besitzt 
(Moll et al. 2002, Ke et al. 2018). Zusätzlich zu der Virusassemblierung vermittelt das 
Matrixprotein dosisabhängig eine Inhibition der zellulären Transkription – zur 
Förderung der Bildung viraler Proteine – oder der viralen Transkription (wenig M-
Protein) – zur Förderung der RNP-Bildung für die folgende Virusassamblierung bei 





Durch die Analyse bestimmter Mutationen oder artifizieller Rekombinationen konnte 
des Weiteren festgestellt werden, dass das M-Protein – obschon kein 
Oberflächenprotein des Viruspartikels – auch einen Einfluss auf den Viruseintritt in 
Zellen haben kann (Tahara et al. 2005). Ebenfalls scheinen bei der Infektion des ZNS 
veränderte Aminosäuren des M-Proteins eine entscheidende Schlüsselfunktion zu 
besitzen oder gar bestimmte Motive als Determinanten einer zentralnervösen 
Manifestation zu fungieren (Baczko et al. 1984, Baczko et al. 1993, Suryanarayana et 
al. 1994, Kweder et al. 2015).  
 
1.5.4 Fusionsprotein 
Das F-Protein des MV ist ein 550 AS großes Transmembran-Glykoprotein, dessen N-
Terminus extrazellulär liegt (Typ I Transmembranprotein). Von dem viralen F-Gen wird 
ein inaktives Vorläufer-Peptid (F0) translatiert. Der Transport des Vorläuferproteins an 
das endoplasmatischen Retikulum (ER) wird durch das 23 AS große, N-terminale 
Signalpeptid moderiert (Richardson et al. 1986). Ebenfalls erfolgt am ER die Bildung 
von Homotrimeren und die Assoziation mit einem Tetramer des H-Proteins. Dieses 
F/H-Heterooligomer bildet die Fusionsmaschinerie des MV (Plemper et al. 2001). An 
dem Golgi-Apparat wird F0 durch Furin an einer multibasischen Erkennungssequenz 
(AS 108-112) geschnitten. Die neu entstandenen Untereinheiten F1 und F2 sind über 
eine Disulfidbrücke verbunden (Cystein an Position 68F2 und 195F1) und bilden die 
aktive Form des viralen F-Proteins (Maisner et al. 2000, Plemper und Compans 2003). 
Die F1-Untereinheit besitzt an dem nach der Prozessierung neu entstandenen 
N-Terminus das Fusionspeptid (AS 113 bis 138) (Hashiguchi et al. 2018). Diese 
Domäne kann aufgrund ihres hydrophoben Charakters in die Membran der Wirtszelle 
eindringen und somit die Fusion mit der Virushülle initiieren (Richardson und Choppin 
1983). Der C-Terminus des F-Proteins ist eine zytoplasmatische Domäne, welche eine 
entscheidende Bedeutung für die Zell-Zell-Fusion, Glykoproteinexposition und die 
Assemblierung infektiöser Viruspartikel hat (Moll et al. 2002, Runkler et al. 2009, Ke et 
al. 2018). Auf der Grundlage der Proteinsequenzvergleiche und des 
Fusionsmechanismus anderer Paramyxoviren wird eine Konformationsänderung des 








Das H-Protein des MV ist ein 617 AS großes Typ II Transmembran-Glykoprotein (C-
Terminus extrazellulär), welches die Bindung an den Rezeptor der Wirtszelle vermittelt 
(Alkhatib und Briedis 1986). Nach der Translation lagern sich, über Disulfidbrücken 
verbundene, Homodimere zusammen welche in der Folge Tetramere (Dimer von 
Dimeren) in dem ER bilden; ebenfalls erfolgt hier die Heterooligomerisierung mit dem 
F-Protein (Brindley et al. 2015). Die N-terminal gelegene zytoplasmatische Domäne 
(34 AS) vermittelt den Transport des Tetramers zu der Zelloberfläche und die 
angrenzende transmembrane Domäne verankert, aufgrund ihres hydrophoben 
Charakters das Protein in der Zellmembran. Das H-Protein von Impfstämmen des MV 
besitzt zwischen den AS 168 und 238 fünf Glykosylierungstellen (Alkhatib und Briedis 
1986). Wildtypische MV-Isolate eine weitere an der AS 416 (Saito et al. 1994). Die 
Glykosylierung ist für eine korrekte Faltung des Proteins und damit einhergehend 
dessen Dimerisierung, Rezeptorbindung und Export aus dem Golgi-Apparat notwendig 
(Hu et al. 1994). Die Kopfdomäne des H-Proteins (AS 155-617) vermittelt die 
Rezeptorbindung an der Wirtszelle (Colf et al. 2007). Hierbei bindet jedes H-Dimer ein 
Rezeptormolekül (Hashiguchi et al. 2011). Eine Untersuchung der 
rezeptorspezifischen Bindungsstellen ergab, dass die Bereiche der Bindung von CD46 
und Nectin-4 überlappen, wohingegen die SLAM-bindenden AS abgegrenzt werden 
können (Mateo et al. 2013). In diesem Zusammenhang wird daher die Fähigkeit der 
Impfstämme an CD46 zu binden, als Entwicklung der Nectin-4-Bindestelle angesehen. 
Neben der zytoplasmatischen und transmembranen Domäne vermittelt die 
Stamm-Domäne (AS 59-154) des H-Proteins die Interaktion mit dem F-Protein (Paal 
et al. 2009) und ist ebenfalls für die Aktivierung des Fusionsproteins entscheidend 
(Talekar et al. 2013). 
 
1.5.6 L-Protein 
Aufgrund seiner Größe von 2183 AS wird der katalytisch aktive Teil der viralen 
Polymerase als „Large“ (L)-Protein bezeichnet. Das Genom des MV wird durch das 
N-Protein gebunden. Die resultierende helikale Nukleokapsid kann in der Folge als 
Matrize von der viralen Polymerasemaschinerie – bestehend aus dem P- und dem 
L-Protein – genutzt werden (Poch et al. 1990). Vergleiche der AS-Sequenz des 





conserved regions, CRI-VI) bei Vertretern dieser Ordnung vorkommen (Poch et al. 
1990). Die N-terminalen 408 AS des L-Proteins und damit ein Bereich der CRI bedingt 
die Bildung des Polymerase-Komplexes aus P- und L-Protein (Horikami et al. 1994). 
Die Charakterisierung weiterer funktioneller Domänen des L-Proteins der NSV wurde 
anhand des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV) – als Prototyp-Virus – durchgeführt. 
Aufgrund der konservierten AS-Sequenz ist jedoch eine Übertragung auf andere 
Vertreter der Mononegavirales möglich. Die vRdRp umfasst Bereiche der CRI bis III. 
Durch Punktmutationsgenese innerhalb eines vier AS großen, hoch konservierten 
Motives in CRIII, konnte die Polymeraseaktivität des L-Proteins des VSV in vitro 
unterbunden werden (Sleat und Banerjee 1993). Somit wird diese Sequenz als 
katalysierende Kerndomäne der Ribonukleotidoligomerisierung betrachtet, welche 
ebenfalls die Polyadenylierung der viralen mRNA bewirkt (Hunt et al. 1984). Das 
Capping der viralen mRNA-Spezies erfolgt durch eine weiter C-terminal gelegene 
Domänen – die CRIV und CRV. Die Polyribonucleotidyltransferase-Aktivität wird 
vermutlich durch ein konserviertes Motiv in diesem stark Histidin- und Cystein-haltigen 
Bereich der CRV katalysiert (Li et al. 2008). Die Methylierung der Cap-Struktur erfolgt 
in der CRVI (Rahmeh et al. 2009). Eine Inhibition des Capping bewirkt eine 
verminderte Polyadenylierung sowie die sequenzielle Transkription der viralen Gene. 
Im Gegensatz dazu, bedingt eine gehemmte Methylierung der viralen mRNA eine 
gesteigerte Polyadenylierung (Li et al. 2009). Die C-terminale Domäne des L-Proteins 
besitzt vermutlich keine intrinsische katalytische Funktion, scheint jedoch maßgeblich 
die Faltung des Proteins in eine biologisch aktive Form zu bedingen (Liang et al. 2015). 
Unter Berücksichtigung der konservierten Regionen in dem Vergleich des VSV mit 
dem MV, können diese Studien Aufschluss über die funktionellen Bereiche des 
MV-L-Proteins geben. Da des Weiteren andere Vertreter der Paramyxo-, Filo- und 
Rhabdoviridae diese konservierten Bereiche zeigen, ist davon auszugehen, dass 
Rückschlüsse auf grundlegende Mechanismen dieser Bereiche zwischen diesen 
Virusfamilien übertragbar sind.  
 
1.6 Reverse Genetik 
Bei der reversen Genetik werden genotypische Änderung induziert und die daraus 
resultierende phänotypische Manifestationen untersucht. Ein Einsatz dieses 





Veränderungen in ein virales Genom eingebracht und somit funktionelle Domänen 
untersucht werden können. Ebenfalls können virale Gene eingefügt, deletiert oder 
verändert werden, um spezifische Eigenschaften, wie etwa onkolytische Viren zu 
generieren (Muñoz-Alía et al. 2021). Die Grundlage des hier verwendeten reversen 
Systems stellt die von Martin Billeters Arbeitsgruppe generierte Methode dar (Radecke 
et al. 1995). In diesem Verfahren wird DNA, welche komplementär zu der genomischen 
RNA des Virus ist, in eine adhärente Helferzelllinie transfiziert. Diese Helferzelllinie 
basiert auf HEK-293-Zellen, welche konstitutiv die viralen Proteine N und P sowie die 
T7-Polymerase zytoplasmatisch exprimieren. Das MV-Genom kodierende Plasmid 
wird gemeinsam mit einem das L-Protein und N-Protein kodierende Plasmid in die 
Helferzellen eingeschleust. Obschon die Helferzelllinie das virale N-Protein exprimiert, 
wird das N-kodierende Plasmid dem Transfektionsansatz zugefügt, um eine stärkere 
Expression des MV-N-Proteins zu gewährleisten. Die T7-Polymerase ist eine 
DNA-abhängige RNA-Polymerase und ist notwendig, um zytoplasmatisch transfizierte 
Plasmid-DNA in mRNA sowie virale, antigenomische RNA umzuschreiben. 
Entsprechend besitzen alle hier verwendeten Plasmide einen T7-Promotor. Nach 
erfolgter Transkription der viralen mRNA-Spezies der Gene N, P und L beginnt die 
Translation mittels der zellulären Proteinbiosynthese-Maschinerie. Dies ermöglicht, 
dass das entstehende Antigenom durch das N-Protein gebunden werden kann. In der 
Folge ist eine Assoziation der viralen Polymerase-Maschinerie möglich und die 
genomische RNA des MV kann gebildet werden. Daraus ergibt sich, dass der virale 
RNP als minimale infektiöse Einheit des MV in diesen Helferzellen gebildet wird und 
die virale Replikation stattfinden kann. Da HEK-Zellen nur in sehr geringem Ausmaß 
permissiv für die MV-Infektion sind, ist eine Co-Kultivierung mit Vero-hSLAM-Zellen 






Abbildung 5: Schematische Darstellung des reversen genetischen Systems. 
HEK-293-3-46 exprimieren die T7-Polymerase (T7) sowie das virale Nukleo- und 
Phosphoproteine (N, P). Es folgt deren Transfektion mit Plasmiden welche das MV-
Genom, das virale Polymeraseprotein (L) und das virale Nukleoprotein (N) unter 
Kontrolle des T7-Promotors kodieren. Somit wird eine zytoplasmatische, T7-bedingte 
Transkription der kodierten RNAs und eine folgende Proteinbiosynthese ermöglicht. 
Als Resultat liegen die Komponenten des RNPs in der Helferzelle vor und die virale 
Replikation kann initiieren. Durch anschließende Co-Kultivierung der HEK-Zellen mit 
Vero/hSLAM-Zellen wird die Vermehrung infektiöser MV-Partikel (MV) ermöglicht. 
Dem Institut für Virologie der Universität Leipzig wurde das Plasmid, welches das 
vollständige MV-Genom des Stammes IC-B (Genbank-Nr.: AB016162), sowie das 
Reportergen eGFP kodiert (p(+)MV323-eGFP) von Yusuke Yanagi (Kyushu 
Universität, Japan) zur Verfügung gestellt. Aufgrund der geringen Effizienz der 
Virusherstellung wurde das Plasmid in der Folge durch Dr. Soroth Chey verändert, um 
ein robusteres System zu generieren (persönliche Mitteilung: Dr. Chey und Prof. 
Liebert). Hierfür wurde der ursprüngliche T7-Promotor durch das Einfügen von drei 
Guanin (3G) an dessen 3‘-Ende optimiert. Diese Insertionen bewirken eine höhere 
Transkriptionseffizienz (Martin et al. 1988). Jedoch befindet sich das 3G-Motiv an dem 
5‘-Ende des naszierenden Antigenoms, was Komplikationen mit der „rule of six“ und 
damit der Herstellung infektiöser Viren bedingt. Dieses Problem wurde durch das 
Einfügen von autokatalytischen Ribozymsequenzen vor der viralen Leader- sowie 
nach der Trailer-Sequenz behoben, welche das virale Genome sowie das eGFP-Gen 
flankieren. Das von Dr. Chey klonierte Hammerhead Ribozym (HHrz; 3‘-Ende) sowie 
das bereits enthaltene Hepatitis-D-Virus antigenomische Ribozym (HDVagrz; 5‘-Ende 
(Pattnaik et al. 1992)) wurden bereits für die reverse Systeme des Tollwutvirus 
erfolgreich verwendet und bewirken ein exaktes Erhalten der viralen 3‘- sowie 





Promotor des Zytomegalievirus (CMV) sowie eine zugehörige Intronsequenz kloniert. 
Der CMV-Promotor bedingt, dass zelluläre RNA-Polymerasen bei nukleärer 
Lokalisation des Plasmids die Transkription initiieren können. Diese Methode wurde 
bereits bei reversen Systemen anderer RNA-Viren verwendet und bewirkte eine 
deutlich erhöhte Effizienz der Virusgenese (Inoue et al. 2003, Martin et al. 2006). Das 
eingefügte Intron induziert – bei nukleärer Transkription – die zelleigene 
Splice-Maschinerie, erhöht die Transkriptionsrate und stabilisiert die entstandene RNA 
(Collis et al. 1990, Gonzalez et al. 2002). Dieses so veränderte Plasmid wurde als 
pT(+)MV323-eGFP bezeichnet und in der vorliegenden Arbeit für die Herstellung aller 
rekombinanter MV verwendet. Obschon diese rekombinanten Viren das 
Reporterprotein eGFP exprimieren, wurden 13 synonyme Mutationen in das Genom 
eingefügt, um eine molekularbiologische Differenzierung zu dem parentalen IC-B MV 
zu ermöglichen (Takeda et al. 2000). 
 
1.7 Gehirnschnitt-Kulturen (Slice-Kulturen)  
Der Infektionscharakter des MV kann an permissiven Zellkulturen, wie Vero-Zellen im 
Falle der Impfstämme und deren Derivate sowie an Vero/hSLAM-Zellen im Falle der 
wildtypischen MV untersucht werden. Ebenso können verschiedene Areale oder 
vollständige Organe dissoziiert werden, um auf diese Weise primäre Einzelzellkulturen 
herzustellen (Lawrence et al. 2000, Panchision et al. 2007). Des Weiteren konnten 
nach intra cerebraler Infektion von Lewis Ratten mit dem MV-Stamm „CAM/RB“ 
Krankheitsverläufe sowie die Virusausbreitung in den Gehirnen analysiert werden 
(Liebert und ter Meulen 1987, Jehmlich et al. 2013). Da jedoch in Zellkulturen die 
komplexe Zellarchitektur des Gehirns nur artifiziell generiert werden kann und 
besonders Infektionsversuche in vivo unter ethischen Gesichtspunkten zu reduzieren 
sind, bieten ex vivo Gewebekulturen eine probate Alternative. Die Kultivierung von 
Gehirnschnitten (Slice-Kulturen) wurde bereits 1981 beschrieben. Bei diesem 
Verfahren werden die Gehirne der Versuchstiere aus dem Schädel präpariert und 
direkt in Scheiben geschnitten. Diese Präparate werden in der Folge unter möglichst 
physiologischen Bedingungen kultiviert. Die in der initialen Arbeit verwendete „Roller-
Tube“ Kultivierung bewirkte jedoch gravierende morphologische Veränderungen –  
starkes Abflachen der Kulturen bis hin zu einem Monolayer – und damit den Verlust 





Verfahrens erfolgt die Kultivierung an der Grenzschicht von Kulturmedium und 
Atmosphäre des Inkubators mittels einer porösen Membran (Stoppini et al. 1991). Von 
entscheidendem Vorteil ist hierbei, dass die Kultivierung in gleicher Art und Weise der 
Zellkultur durchgeführt werden kann und die mechanische Belastung erheblich 
vermindert ist. Ebenfalls kann beispielsweise das Live Cell Imaging ohne umfassenden 
Eingriff in den Kultivierungsprozess erfolgen (Ehrengruber et al. 2002). Des Weiteren 
bleibt die Konnektivität der neuronalen Zellen während der Kultivierung erhalten und 
eine weitere Ausbildung dieser ist ebenfalls möglich (Franke et al. 2003). 
Gehirnschnittkulturen von transgenen SLAM-exprimierenden Mäusen wurden für 
Untersuchungen zu Inhibitoren der viralen Polymerasemaschinerie (Bloyet et al. 2016) 
sowie der Bestimmung der induzierten neuronalen Immunantwort nach einer MV 
Infektion verwendet (Welsch et al. 2019). Gewebematerial von Tieren die keinen 
Rezeptor wildtypischer Masernviren exprimieren, kann hingegen verwendet werden, 
um grundlegende Mechanismen der neuronalen Adaptation zu untersuchen. Daher 
können Slice-Kulturen des Gehirns in gewissem Rahmen als Alternative zu 
Tierversuchen dienen und ermöglichen die Untersuchung grundlegender Sachverhalte 







Das Verständnis von Infektionskrankheiten ist wichtig, um geeignete Prophylaxen oder 
Therapien entwickeln zu können. Die neuronale Manifestation der Masern wird mit 
Mutationen des viralen Genoms in Verbindung gebracht. Wie in den vorangegangenen 
Abschnitten erläutert, ist dieser Mechanismus jedoch noch nicht vollständig 
verstanden. Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, mögliche Ursachen der 
Neuroadaptation des Masernvirus (MV) zu untersuchen.  
Hierfür sollen Mutationen, welche zuvor bei neurotropen Stämmen nachgewiesen 
wurden, mittels des reversen genetischen Systems in ein wildtypisches MV eingefügt 
werden. Die Mutationen sollen einzeln und in der detektierten Kombination eingebaut 
werden. Die somit generierten Virusklone können dann die einzelnen oder 
synergistischen Effekte der Mutationen widerspiegeln.  
Im Fokus stehen hier Veränderungen der Virusreplikation und des viralen Tropismus. 
In Zellkultur soll zunächst untersucht werden, ob die Mutationen eine veränderte virale 
Replikationsfähigkeit bedingen. Ferner sollen Aussagen über den Tropismus, i.e. 
Rezeptornutzung und Induktion des MV-typischen zytopathischen Effekts, in 
unpolaren Zellen getroffen werden.   
In der Folge dienen ex vivo Kulturen von Gehirngewebe, welches keinen Rezeptor 
wildtypischer MV exprimiert, genutzt werden, um zu untersuchen, ob die Mutationen 
einzeln oder synergistisch den Neurotropismus bedingen. In diesen 
Gehirnschnittkulturen von Ratten steht die Charakterisierung des 
Infektionsgeschehens über mehrere Tage im Zentrum. Mit dem in dieser Arbeit 
verwendeten Modellsystem – bestehend aus reverser Genetik und den 
Gehirnschnittkulturen – können Schlüsselfaktoren der neuronalen Adaptation des MV 









E.coli Stellar™  F–, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, 
Φ80d lacZΔ M15, Δ(lacZYA - argF) U169, Δ (mrr-hsdRMS-
mcrBC), ΔmcrA, λ–  
E.coli NEB® 5-alpha fhuA2, Δ (argF-lacZ) U169, phoA glnV44, 80Δ (lacZ)M15  
gyrA96, recA1, relA1, endA1, thi-1, hsdR17 
E.coli NEB® 10-beta araD139 Δ(ara-leu)7697, fhuA, lacX74 galK, Φ80d 




Zelllinie Charakteristik/Herkunft  
HEK 293-3-46 humane, embryonale Nierenzellen, welche konstitutiv die 
viralen Proteine N und P sowie die T7-Polymerase 
exprimieren (Radecke et al. 1995) 
Vero-CCL81 Nierenepithelzellen der grünen Meerkatze (Chlorocebus 
aethiops) 
Vero/hSLAM Vero-Zellen, welche konstitutiv humanes SLAM 




pCIAN01 Plasmid für Expression des viralen N-Proteins unter 
Kontrolle des T7-Promotors (Komase et al. 2006) 
pEMC-La Plasmid für die Expression des viralen L-Proteins unter 
Kontrolle der EMC IRES  (Radecke et al. 1995) 
pT(+)MV323-eGFP 
 
Plasmid für die Herstellung des rekombinanten 
Masernvirus MV-IC323-eGFP; modifiziert von Dr. Soroth 
Chey (Institut für Virologie, Universität Leipzig) nach 






pT(+)MV-M1 pT(+)MV323-eGFP welches die Punktmutation des M-
Gens des „MV-Isolates 1“ (A3795G) trägt; diese Arbeit 
pT(+)MV-F1 pT(+)MV323-eGFP welches die Punktmutation des F-Gens 
des „MV-Isolates 1“ (A6132G) trägt; diese Arbeit 
pT(+)MV-M1F1 pT(+)MV323-eGFP welches die Punktmutation des M- und 
des F-Gens des „MV-Isolates 1“ (A3795G und A6132G) 
trägt; diese Arbeit 
pT(+)MV-M4 pT(+)MV323-eGFP welches die Punktmutation des 
M-Gens des „MV-Isolates 4“ (G4315A) trägt; diese Arbeit 
pT(+)MV-L4 pT(+)MV323-eGFP welches die Punktmutationen des 
L-Gens des „MV-Isolates 4“ (A11116G, A12693G, 
A13710G, G14406A) trägt; diese Arbeit 
pT(+)MV-M4L4 pT(+)MV323-eGFP welches die Punktmutationen des M- 
sowie des L-Gens des „MV-Isolates 4“ (G4315A, 







Institut für Virologie, Medizinische Fakultät, Universität 
Leipzig 
MV-IC323 („parental“) rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 
pT(+)MV323-eGFP; Institut für Virologie, medizinische 
Fakultät, Universität Leipzig  
MV-M1 rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 
pT(+)MV-M1; diese Arbeit 
MV-F1 rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 
pT(+)MV-F1; diese Arbeit 
MV-M1F1 rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 
pT(+)MV-M1F1; diese Arbeit 
MV-M4 rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 






MV-L4 rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 
pT(+)MV-L4; diese Arbeit 
MV-M4L4 rekombinantes Masernvirus, hergestellt aus dem Plasmid 
pT(+)MV-M4L4; diese Arbeit 
 
2.5 Zellkulturmedien und Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
B-27™ Supplement (50x) Gibco™ 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium + 
GlutaMAX™ (DMEM) 
Gibco™ 
fetales Kälberserum (FKS) Biochrom 
Geneticin Biochrom 
Hank´s Balanced Salt Solution (HBSS) 
(10x) 
Gibco™ 
L-Glutamin (200 mM) Gibco™ 
Minimum Essential Medium (MEM) 
+25 mM HEPES 
Gibco™ 
MEM (10x) Gibco™ 
Milli Q Wasser  
Neurobasal™-A Medium Gibco™ 
OptiMEM Gibco™ 
Penicilin/Streptomycin (100x) Gibco™ 




2.6 Synthetisch Oligonukleotide 
2.6.1 Oligonukleotide für Standard-PCR und Sequenzierungen 
Die in der folgenden Liste aufgeführten Oligonukleotide wurden aus dem Bestand von 





Bezeichnung Sequenz (5´-3´) Tm [°C] 
T7-Promotor-as CCCTATAGTGAGTCGTATT 53 
Leader-MV-N-s ACCAAACAAAGTTGGGTAAGGATAG 63 
MV-N-s/Leader ACCAAACAAAGTTGGGTAAGG 57 
N-Start-s ATGGCCACACTTTTGAGG 54 
MV-N-Q-s TATYGAAGTGCAAGAYCCTGAGG 63 
Roche-MV-N-s GGGTCTTGCTCGCAAAGG 58 
MV-N-Q-as CCTTCTTAGCTCYGAATCAGCTG 65 
Roche-MV-N-as CCTTCTTAGCTCCGAATCAGC 61 
MV-NLC-s TTAGGGCAAGAGATGGTGAGG 59 
MV-NLC-as ATCTCTGAAACAAGCCTTGC 56 
P-vor-Start-as CGGCTCCAGTCGTGGG 58 
P-Start-s ATGGCAGAAGAGCAGGC 55 
MV-P1 ACTCCAATCCAGAGGCAACAAC 62 
MV-P2 TTCGGGTGTCCACTCCTGTATC 64 
P-Stop-as CTACTTCATTATTATCTTCATCAG 57 
P-nach-Stop-s CTACAGCTCAACTTACCTGC 58 
MV-M-SalI-s ACCCCATGCCAGTCGAC 57 
MV-M-SalI-as GTCGACTGGCATGGGGT 57 
MV-M-vor-Start-s  TGATTGCCTCCTAAGTTCCACA 60 
MV-M-Start-s  ATGACAGAGATCTACGATTTC 55 
MV-M-Mitte-s CCTGCCCTTAGGTGTTGGTAG 63 
MV-M-Mitte-as CCGTTATCCGAAAGACGGGT 60 
MV-M-vor-ende-s GGTTTTTGCACTTGGTGGGA 58 
MV-M-vor-ende-as ATCACGTCGTCGTAAATGCG 58 
F-BstEII-s GACCGAGGTGACCCAAC 57 
M-BstEII-as GCGGTTGGGTCACCTC 52 
MV-F-vor-Start-s CACCGGGAATCCCAGAATCA 60 
MV-F-nach-Start-s CTGCACGAGGGTAGAGATCG 63 
Roche-MV-F-s ATCAGGCAATTGAGGCAATC 56 
MV-F-Mitte-s ATTGGCTGTTCAGGGTGTCC 60 
Roche-MV-F-as GACACCCTGAACAGCCAATATC 62 
MV-F-Mitte-as TGTCCCTACGTCCAACCTCT 60 





Bezeichnung Sequenz (5´-3´) Tm [°C] 
MV-FLA-rev GACATACCAACTTGTTCTCC 56 
F-PacI-s CGGTAGTTAATTAAAACTTAGGGTG 61 
F-PacI-as CACCCTAAGTTTTAATTAACTACCG 61 
MVH-fwd CAGATGACAAGTTGCGAATGGA 60 
H-SpeI-s GCATACCCACTAGTGTGAAATAG 61 
H-SpeI 19nt-s GATGTCACCCAGACATCAG 57 
H-SpeI-as CTATTTCACACTAGTGGGTATGC 61 
L-Start-s ATGGACTCGCTATCTGTCAAC 60 
MV-L 9460-s CTTAGRAGTTAYCCGGCCCA 60 
MV-L 9742-as AAACCAAAACAGAAAGGGYTCAA 59 
MV-L 10032-s TGGTTTCTTCCCTGCACTCG 60 
MV-L 10629-s GGACAAGGCACTTGCTGCTC 63 
MV-L 10821-as TTGAACTCAGGGTCATGGAGG 61 
MV-L 11053-s GGGCCAGTCYYAAAAACCYA 60 
MV-L 11374-as GGGGCAATGAGGRTCACTYA 60 
MV-L 11670-s TGAYATTGGCCATCACCTCAA 58 
MV-L 11849-as CRATATTRCTGCATGCTGCCC 62 
L-NheI-s CTAGACTGGGCTAGCGAC 58 
L-NheI-as GTCGCTAGCCCAGTCTAG 58 
MV-L 12571-s GCAGGGATGGTGCTATTGACA 61 
MV-L 12993-as TCATCATCACCSKAAGCCCA 59 
MV-L 13167-s CACAATCTCCAAYGACAATCTCTCA 63 
MV-L 13783-as YGADGACAACAGCTCACCCA 60 
MV-L 14169-s GGMAGAGGCTAKGYTATCTCCAGC 68 
MV-L 14406-as TCATCGTGTGGRGGTCTGAA 59 
MV-L 14962-as TTTGCCMARGAGYAGAGCCA 60 
MV-L 15114-s WGAYCTCAARGCTAACCGGC 60 
MV-L 15776-as TCAGRGCRCTGTATCCGACT 60 
L-Stop-as TTAATCCTTAATCAGAGCGC 54 






2.6.2 Primer für die Punktmutationsgenese 
Die aufgelisteten Oligonukleotide wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
generiert. Unterstrichene Nukleotide zeigen die Substitutionen der mutagenen Primer. 
































2.7 Puffer und Medien 
Puffer/Medium Zusammensetzung/Hersteller 
DEPC-Wasser 0,1 % DEPC in Reinst-Wasser geben 
➔ für 16 h bei RT rühren 
➔ Autoklavieren und Lagerung bei -20 °C 
DPBS (1x) 50 ml DPBS (10x; Gibco™) 
450 ml Reinstwasser 






Glukose-Lösung (1 M) 9 g D-(+)-Glukose (wasserfrei) 
➔ lösen in 50 ml Reinstwasser 
➔ Steril filtrieren und Lagerung bei 4 °C 
HBS (2x) 50 mM HEPES 
280 mM NaCl 
10 mM KCl 
1,5 mM Na2HPO4 
12 mM D-Glukose 
➔ lösen in Reinstwasser und pH-Wert mit NaOH 
auf 7,4 einstellen 
➔ Lagerung bei -20 °C 
LB-Agar 12,5 g LB-Medium (Pulver) in  
500 ml VE-Wasser lösen 
7,5 g Agar zugeben 
➔ Autoklavieren und Lagerung bei 4 °C 
LB-Medium 12,5 g LB-Medium (Pulver) in  
500 ml VE-Wasser lösen 
➔ Autoklavieren und Lagerung bei 4 °C 
MEM (3x) 16 ml MEM (10x) 
1,25 ml Glukose-Lösung (1 M) 
0,75 ml Penicilin/Streptomycin (100x) 
➔ mit Reinstwasser auf 50 ml auffüllen 
➔ Lagerung bei 4 °C 
Natriumacetat-Lösung 
(3 M) 
40,81 g Natriumacetat 
in 30 ml HPLC-Wasser lösen 
➔ pH-Wert mit Essigsäure auf 4,6 bis 4,8 
einstellen 
➔ mit HPLC-Wasser auf 100 ml auffüllen 
➔ Lagerung bei RT 
Natriumhydrogencarbonat-
Lösung (5 %) 
5 g NaHCO3 
➔ lösen in 100 ml Reinstwasser 






Neurobasal-Medium 600 µl B-27® Supplement (50x) 
150 µl L-Glutamin (200mM) 
300 µl Penicillin/Streptomycin (100x) 
➔ mit Neurobasal™-A Medium auf 30 ml auffüllen 
➔ Lagerung bei 4 °C  
PFA-Lösung (4 %) 180 ml Reinstwasser 
100 µl 1 M NaOH 
➔ auf 65 °C erwärmen 
8 g PFA 
➔ unter Rühren bei 60 °C vollständig lösen 
20 ml PBS (10x) zugeben 
➔ sterilfiltrieren und Lagerung bei -20 °C  
Plaque-Assay-Agar 1,3 g Agar - Agar 
200 ml Reinstwasser 
➔ Autoklavieren und Lagerung bei RT 
Plaque-Assay-Medium 36 ml MEM (3x) 
1 ml FKS 
3 ml NaHCO3 (5 %) 
1 ml Penicillin/Streptomycin (100x) 
➔ Zugabe von 55 °C warmem Plaque-Assay-Agar 
(auf 100 ml), auf 37 °C abkühlen lassen und 
auf Proben geben  
Slicekultur-Medium 50 ml MEM (+25 mM HEPES) 
25 ml hitzeinaktiviertes Pferdeserum 
2,5 ml HBSS (10x) 
0,5 ml L-Glutamin (200 mM) 
1 ml Penicillin/Streptomycin (100x) 
➔ mit Reinstwasser aus 100 ml auffüllen 






SOC-Medium  2 % (w/v) Bacto-Trypton 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
0,05 % (w/v) NaCl 
0,02 % (w/v) KCl 
20 mM Glucose 
➔ Lösen in VE-Wasser pH-Wert mit NaOH auf 
7,0 einstellen 
➔ Autoklavieren und Lagerung bei -20 °C   
TAE-Puffer (50 x) 2 M Tris 
1 M Essigsäure 
50 mM EDTA 
➔ pH-Wert prüfen und ggf. mit HCl auf 8,0 
einstellen, Lagerung bei RT 
 
2.8 Enzyme 
Enzym Funktion Hersteller 
BamHI Endonuklease NEB 
BigDye™ Terminator-
Premix  
Sequenzier-Mastermix Thermo Fisher Scientific 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega 
Platinum™ Taq  DNA-Polymerase Invitrogen 
PrimeSTAR GXL DNA-Polymerase Takara 
SuperScript® III Reverse Transkriptase Invitrogen 
 
2.9 Antikörper 




N-Protein, monoklonal aus 
Hybridomzell-Überstand   




Protein, monoklonal  





Art Bezeichnung/Charakteristik Bezugsquelle 
GFAP (2E1); Maus-anti-GFAP-
Protein, monoklonal 
Santa Cruz Biotechnologie 
Sekundär-
Antikörper 




peqGOLD Trifast™  peqlab 
Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit Zymo Research 
Wizard® SV Gel & PCR Clean-Up Kit Promega 
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo Research 
In-Fusion® HD Cloning Kit Takara 
Plasmid Mini Prep 2.0 Kit Jena Analytik 
Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit Zymo Research 
PureYield™ Plasmid Miniprep Kit Zymo Research 
ZymoPURE™ Plasmid Midiprep Kit Zymo Research 
ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit Zymo Research 
 
2.11 Chemikalien 
Chemikalie  Hersteller 
4´,6´-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Carl Roth GmbH & Co 
Agar Sigma 
Agarose Biozym 
Bacto-Trypton Carl Roth GmbH & Co 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma 
Chloroform Merck 
D-(+)-Glukose Merck 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth GmbH & Co 
Entellan Merck 





Chemikalie  Hersteller 
Ethanol (absolut) Carl Roth GmbH & Co 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Invitrogen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; 
0,5 M; pH 8,0)  
Invitrogen 
Geneticin (G418) Biochrome 
Glyzerin (99 %) Sigma 
Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co 
HPLC-Wasser Carl Roth GmbH & Co 
Isopropanol (2-Propanol) Carl Roth GmbH & Co 
Kaliumchlorid (KCl) Merck 
Kalziumchlorid (CaCl2) Merck 
Kanamycinsulfat Carl Roth GmbH & Co 
LB-Medium (Pulver) Carl Roth GmbH & Co 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck 
Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck 
Natriumacetat (wasserfrei) Carl Roth GmbH & Co 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck 
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH & Co 
nukleasefreies Wasser B. Braun AG 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma 
Propidiumiodid (PI) Thermo Fisher Scientific 
Salzsäure Carl Roth GmbH & Co 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
(TRIS) 
Carl Roth GmbH & Co 
Triton X-100 Sigma 
Trypanblau (0,4 %) Gibco™ 
 
2.12 Arbeitsmaterialien 
Bezeichnung  Hersteller 







Bezeichnung  Hersteller 
Bakterienröhrchen (Polypropylen, 13 ml) Sarstedt 
Chirurgische Schere (200 mm) Laborbedarf A. Hartenstein 




Glasflaschen (0,5 und 1 l) Biochrom GmbH 
Glasperlen (1,0 mm, Silicabeads) Sigma 
Glaspipetten (verschiedene Größen) Laborbedarf K.J. Werner GmbH 
Kryoröhrchen (2 ml) Greiner bio-one 
Messzylinder Brand 
Mikrolöffelspatel (9 x 5 mm) Laborbedarf A. Hartenstein 
Mikroskopierpinzetten (gebogen) Laborbedarf A. Hartenstein 
Mikroskopierschere (economy, gerade) Laborbedarf A. Hartenstein 
Mikroskopierschere (Typ Noyes, 
gebogen) 
Laborbedarf A. Hartenstein 
Neubauer Zählkammer Laborbedarf A. Hartenstein 
Objektträger (76 x 26 mm) Menzel-Gläser 
Parafilm American National Can™ 
Pasteurpipetten  Carl Roth GmbH & Co 
PCR-Reaktionsgefäße (200 µl) Greiner bio-one 
Petrischalen  Sarstedt 
Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 
1000 µl) 
Greiner bio-one 
Rasierklingen Wilkinson Sword 
Reaktionsgefäße (1,5 und 2 ml)  Greiner bio-one 
Spritzenfilter Rotilab® (0,22 und 
0,45 µm) 
Carl Roth GmbH & Co 
Zellkultureinsätze (30 mm; flacher Rand; 
0,45 µm Porengröße) 
Merck 
Zellkulturflaschen (25, 75 und 175 cm²) Sarstedt 







Bezeichnung  Hersteller 
Zentrifugenröhrchen (Polypropylen, 15 




Gerät  Hersteller 
Analysewaage BP 310S Sartorius 
Bakterieninkubator (statisch)  
Brutschrank (Slice-Kulturen) Heraeus 
Brutschrank Claudia 1 und 2  
Feinwaage BP 211 D Sartorius 
Fluoreszenzmikroskop DMRA Leica 
Gefrierschrank -80 °C  




Heizblock (Thermomixer compact) Eppendorf 
Konfokal Mikroskop TCS SP8 DMi8 Leica 
Kühlschrank Liebherr 
Magna Lyser Roche 
Magnetrührer MR3001 K Heidolph Instruments 
Mikrowelle Panasonic 
Mikrozentrifuge 5417R und 5417C Eppendorf 
NanoDrop® ND-1000 Peqlab 
Orbitalschüttler Certomat® HK B. Braun Biotech International GmbH 
pH-Meter 540 GLP MultiCal® WTW 
Pipetten (10; 20; 100; 200; 1000 µl) Gilson 
Pipetus® und Pipetus®-junior Hirschmann Laborgeräte 
Sequenziergerät 3500 Genetic Analyzer Applied Biosystems 
Sterilwerkbank Clean Air Clean-Air 
Stromgeber Power Pac 300 Bio-Rad 
Thermocycler GeneTouch Biozym® 





Gerät  Hersteller 
Vakuumzentrifuge Speed Vac SPD 
111V 
Savant 
Vibratom vt1000S Leica 
Vortexer vortex genie 2 Heidolph Instruments 
Wasserbad GFL 1004 Gesellschaft für Labortechnik 






3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Isolation von RNA 
Die Analyse von viraler sowie zellulärer RNA erfordert eine Separation dieser von 
Proteinen und DNA. In der vorliegenden Arbeit wurde hierfür das 
Guanidinisothiocyanat (GTC) enthaltende peqGOLD Trifast verwendet. Die Isolation 
von RNA aus Stockvirus erfolgte durch Zugabe des gleichen Volumens peqGOLD 
Trifast. Für die RNA-Isolation aus infizierten Zellen wurde das Kulturmedium 
abgenommen und 500 µl peqGOLD Trifast auf den Zellrasen appliziert. Es folgte eine 
Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur (RT). Während dieser Inkubation bewirkt das 
GTC eine Lyse der Zellen sowie das Denaturieren von Proteinen, wie DNasen und 
RNasen. In der Folge wurde Chloroform im Verhältnis (v/v) von 1:5 zugegeben, die 
Probe gut gemischt und erneut für 5 min bei RT inkubiert. Durch eine sich 
anschließende Zentrifugation bei 4 °C, 12000 x g für 10 min konnte eine 
Phasentrennung des Homogenisats erreicht werden. In der entstehenden oberen 
wässrigen Phase befand sich RNA, in der Interphase DNA und in der unteren 
organischen Phase Proteine. Die obere wässrige Phase wurde nunmehr in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Die weitere Isolation der RNA erfolgte mit zwei 
verschiedenen Methoden, welche in der Folge erläutert werden. 
3.1.1.1 Direkte RNA-Isolation 
Für eine Isolation der RNA ohne Silikasäulen wurde dem, wie oben beschrieben, 
gewonnenen Überstand Isopropanol im Verhältnis 1:1 (v/v) zugesetzt. Nach Inkubation 
für 15 min auf Eis folgte eine Fällung der RNA durch Zentrifugation bei 4 °C, 12000 x g 
für 10 min. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das gelartige RNA-
Präzipitat zweimal mi 75 % Ethanol gewaschen, wobei sich jedem Waschschritt eine 
Zentrifugation bei 4 °C, 12000 x g für 10 min anschloss. Nach entfernen des 
Überstand wurde das RNA-Pellet in der Vakuumzentrifuge getrocknet und 
anschließend in DEPC-Wasser gelöst. 
3.1.1.2 Säulenbasierte RNA-Isolation 
Eine Alternative der Isopropanol-basierten RNA-Extraktion stellte die Verwendung des 
kommerzielle Direct-zol™ RNA MiniPrep Reaktionssystem der Firma Zymo Research 
dar. Hierfür wurde die RNA-haltige wässrige Phase mit einem gleichen Volumen 





1 min erfolgte das Binden der RNA an die Säule. Die nachfolgenden Schritte wurden 
entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die RNA-Elution erfolgte in 
20-100 µl DEPC-Wasser.  
Unabhängig von der Isolationsmethode erfolgte die Bestimmung der RNA-
Konzentration photometrisch an einem NanoDrop und die Lagerung der RNA 
bei -80 °C. 
3.1.2 cDNA-Synthese 
Die Synthese von komplementärer DNA (engl. complementary; cDNA) erfolgte unter 
Zuhilfenahme des Enzyms Reverse Transkriptase. Diese RNA-abhängige DNA-
Polymerase ermöglicht somit, dass eine RNA-Sequenz in weiteren Schritten analysiert 
werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl die SuperScript® III Reverse 
Transkriptase der Firma Invitrogen als auch die M-MLV Reverse Transkriptase der 
Firma Promega eingesetzt. Das Umschreiben erfolgte immer mit genspezifischen 
sense und antisense Primern, um bei diesem Schritt virales Genom, Antigenom und 
mRNA-Transkript als verfügbare Matrize zu nutzen. Es wurden 10 µl RNA, jedoch 
maximal 2 µg, mit jeweils 1 µl sense und antisense Primer (10 µM) gemischt, für 5 min 
bei 70 °C inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Dies bedingt ein Auflösen der 
RNA-Sekundärstruktur und ermöglicht so die Primerbindung während des Abkühlens. 
Anschließend wurden 5,75 µl DEPC-Wasser, 5 µl entsprechender Reaktionspuffer 
(jeweils 5x), 1,25 µl dNTPs (10 mM je Nukleotid) sowie 1 µl Reverse Transkriptase 
(200 Units) zugegeben. Das Umschreiben der RNA mit der SuperScript® III erfolgte 
durch Inkubation bei 50 °C für 60 min und mit der M-MLV Reversen Transkriptase bei 
42 °C für 60 min. Abschließend wurden bei Verwendung der SuperScript® III RNA-
abhängigen DNA-Polymerasen diese mittels Inkubation bei 70 °C für 15 min inaktiviert. 
Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C. 
3.1.3 Die Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) ist eine 
Methode zur Amplifikation von DNA. Dies ist notwendig, um DNA in Agarose-Gelen zu 
visualisieren und für verschiedene weiterführende Analysen mit bestimmten DNA-
Fragmenten, wie Sequenzierungen und Klonierungen. Für die Herstellung von 
Produkten bis zu einer Größe von 3 kb wurde die Platinum™ Taq DNA-Polymerase 
der Firma Invitrogen eingesetzt. In den folgenden Tabellen ist das allgemeine Pipettier- 





Tabelle 1: Darstellung des PCR-Ansatzes mit Platinum Taq DNA-Polymerase. 
Komponente Konzentration Volumen [µl] 
Reaktionspuffer (10x) 2 
Primer s (10 µM) 0,4 
Primer as (10 µM) 0,4 
dNTPs (10 mM) 0,4 
MgCl2 (50 mM) 0,6 
DNA <500 ng verschieden 
Polymerase 10 U/µl 0,08 
Wasser - auf 20 µl 
 
Die für die jeweiligen Reaktionen eingesetzten Templatemengen unterschieden sich 
je nach Art der DNA und sind im Ergebnisteil angegeben. 
 
Tabelle 2: Darstellung des PCR-Programms mit Platinum Taq DNA-Polymerase. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 1 
    
Denaturierung 94 °C 30 sec  
30 Annealing primerspezifisch 30 sec 
Elongation 72 °C 1 min/kb 
    
Kühlung 4 °C ∞ 1 
 
Die für die jeweiligen Reaktionen verwendeten Annealingtemperaturen sind abhängig 
von der eingesetzten Primerkombination und wurden entsprechend den unter Punkt 
2.6 angegeben Schmelztemperaturen (TM) berechnet.  
Für die Amplifikation von DNA-Fragmenten ab einer Größe von 3 kb wurde die 
PrimeSTAR GXL DNA-Polymerase der Firma Takara verwendet. In den folgenden 





Tabelle 3: Darstellung des PCR-Ansatzes mit PrimeSTAR GXL DNA-Polymerase. 
Komponente Konzentration Volumen [µl] 
Reaktionspuffer (5x) 10 
Primer s (10 µM) 1 
Primer as (10 µM) 1 
dNTPs (10 mM) 4 
DNA verschieden verschieden 
Polymerase 1,25 U/µl 1 
Wasser - auf 50 
 
Die für die jeweiligen Reaktionen eingesetzten Templatemengen unterschieden sich 
je nach Art der DNA sowie Größe des zu amplifizierenden Fragments und sind im 
Ergebnisteil angegeben. 
Tabelle 4: Darstellung des PCR-Programms mit PrimeSTAR GXL DNA-
Polymerase. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 




(max. 60 °C) 
15 sec 
Elongation 68 °C 8 sec bis 1 min/kb 
    
Kühlung 4 °C ∞ 1 
 
Die für die jeweiligen Reaktionen verwendeten Annealingtemperaturen sind abhängig 
von der eingesetzten Primerkombination und wurden entsprechend den unter Punkt 
2.6 angegeben Schmelztemperaturen (TM) berechnet. Des Weiteren wurde die 
Elongationszeit variiert und ist entsprechend im Ergebnisteil angegeben. 
3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Für die Analyse von PCR-Produkten sowie von DNA-Fragmenten nach einem Verdau 
mit Restriktionsenzymen wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. Für die 
Auftrennung der Nukleinsäuren im elektrischen Feld wurden Agarosegele mit einer 
Konzentration 0,8 bis 1,5 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer verwendet. Den Gelen wurde 





mit der entsprechenden Menge Ladepuffer erfolgte die Separation der DNA-
Fragmente bei konstanten 90 bis 120 V. Für die Größenbestimmung der zu 
analysierenden DNA, wurden Größenstandards mit aufgetragen. Die Visualisierung 
erfolgte schließlich mittels UV-Licht (254 nm) in einem Bilddokumentationssystem.  
3.1.5 Aufreinigen von PCR-Produkten 
Waren in dem Agarose-Gel keine Fehlbanden vorhanden und war das entsprechende 
Produkt nicht größer als 10 Kilobasenpaare (kb), erfolgte eine Aufreinigung des 
PCR-Produkts mit dem Wizard® SV Gel & PCR Clean-Up System der Firma Promega, 
entsprechend den Herstellerangaben. 
Für die Aufreinigung von PCR-Produkten von mehr als 10 kb Größe wurde das 
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit der Firma Zymo Research nach den Angaben 
des Herstellers verwendet. Ebenfalls wurde dieses Reaktionssystem eingesetzt, wenn 
bei der Agarose-Gelelektrophorese ein Vorkommen von störenden Fehlbanden 
festgestellt wurde. In der Folge wurde die gewünschte, richtige DNA-Bande unter UV-
Licht aus dem Gel ausgeschnitten und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 
Die weitere Verwendung entsprach den Angaben des Herstellers. Die Elution erfolgte 
in 20 bis 50 µl Elutionspuffer oder nukleasefreiem Wasser.  
3.1.6 DNA-Sequenzierung 
3.1.6.1 Sequenzierreaktion 
Die hier verwendete Methode der Bestimmung einer DNA-Sequenz beruht auf dem 
Kettenabbruch durch den Einbau fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide (ddNTP) 
(Sanger et al. 1977). Der Unterschied zu einer PCR liegt des Weiteren darin, dass 
lediglich ein Primer pro Reaktion eingesetzt wird. Der Ansatz bestand aus 
50 bis 300 ng DNA, 4 µl BigDye™ Terminator-Premix (Thermo Fisher Scientific), 
10 µM Primer und wurde mit HPLC-gereinigtem Wasser auf 10 µl aufgefüllt. Das 





Tabelle 5: Darstellung des thermalen Programms der Sequenzierreaktionen. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1 
    
Denaturierung 95 °C 30 sec  
30 Annealing primerspezifisch 15 sec 
Elongation 60 °C 4 min 
    
Kühlung 4 °C ∞ 1 
 
Die Annealing-Temperatur einer jeden Reaktion wurde entsprechend den unter Punkt 
2.6 angegeben Schmelztemperaturen (TM) berechnet. Die entstandenen Produkte 
wurden in der Folge für maximal 24 h bei 4 °C gelagert oder direkt gereinigt. 
3.1.6.2 Reinigen von Sequenzierreaktionen 
Für die kapillarelektrophoretische Auswertung der Sequenzierreaktion war ein 
Ausfällen der DNA notwendig. Hierfür wurden jedem Ansatz 80 µl HPLC-Wasser, 10 µl 
3 M Natriumacetat (pH 4,7) sowie 250 µl reinen Ethanols zugegeben. Es folgte eine 
Inkubation für 30 min bei RT und anschließende Zentrifugation bei 20000 x g für 
30 min. Nach vorsichtiger Abnahme des Überstands wurde das Pellet mit 250 µl 75 %-
igem Ethanol gewaschen und bei 20000 x g für 15 min zentrifugiert. Die sich 
anschließende Trocknung des Pellet erfolgte in einer Vakuumzentrifuge. Bis zu der 
Analyse in einem 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) erfolgte eine Lagerung 
bei -20 °C. 
 
3.2 Klonierungen 
3.2.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien 
Für die Transformation von DNA-Plasmiden wurden verschiedene chemisch-
kompetente E.coli-Zellen verwendet. Während einige E. coli-Stämme bereits in 
chemisch-kompetenter Form kommerziell bezogen wurden, wurden die beiden 
Stämme E. coli NEB® 5-alpha und 10-beta nach dem folgenden Protokoll vermehrt. 
Zunächst wurden 2 ml LB-Medium mit einer kleinen Menge (~ 2 µl) einer 





weitere Anzucht erfolgte durch Inkubation von 1 ml der Vorkultur in 100 ml frischem 
LB-Medium bis zu dem Erreichen einer optischen Dichte von 0,8 bis 0,9. Bei Erreichen 
der optischen Dichte wurden die Bakterien mittels Zentrifugation bei 4000 x g für 
10 min pelletiert. Alle folgenden Arbeiten, Inkubationen und Zentrifugationsschritte 
erfolgten auf Eis bzw. bei 4 °C. Das Bakterienpellet wurde in 25 ml eiskalter, 100 mM 
MgCl2-Lösung resuspendiert und für 5 min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 
4000 x g für 10 min wurde der Überstand verworfen, das Pellet in 5 ml eiskalter CaCl2-
Lösung (100 mM) resuspendiert und für 20 min inkubiert. Die Bakterien wurden, unter 
oben genannten Bedingungen pelletiert und in 1 ml Einfriermedium, bestehend aus 
85 % 100 mM CaCl2 und 15 % Glyzerin, resuspendiert. Nach Aliquotieren zu je 50 µl 
erfolgte eine Lagerung der chemisch-kompetenten Zellen bei -80 °C.  
3.2.2 Gerichtete Klonierung 
Für die Herstellung der Masernvirusgenom-codierenden Plasmide (siehe 2.3) wurde 
das In-Fusion® HD Cloning Kit der Firma Takara verwendet. Die zu klonierende DNA 
wurde jedoch mit der Takara PrimeSTAR GXL DNA-Polymerase amplifiziert. Hierfür 
wurden im Vorfeld spezifischer Primer kreiert, welche an ihrem 5‘-Ende 15 Nukleotide 
besitzen, die homolog dem zu ligierenden DNA-Ende sind. Diese Methode bietet damit 
die Möglichkeit der gerichteten Klonierung, ohne dass zusätzliche Nukleotide eingefügt 
werden. Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Klonierungen, wurden 
lediglich gereinigte PCR-Produkte (siehe 3.1.5) verwendet. Das weitere Vorgehen 
erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers in 10 µl Ansätzen.  
3.2.3 Transformation 
Im Zuge der hier durchgeführten Versuche wurden E.coli Stellar, 5-alpha und 10-beta 
eingesetzt. Es wurden pro Reaktion 50 µl chemisch-kompetente Bakterien in 14 ml 
Bakterienröhrchen überführt und 2,5 µl des In-Fusion®-Ansatzes oder 100 ng 
Plasmid-DNA zugegeben. Es folgte eine Inkubation auf Eis für 30 min und ein 
Hitzeschock bei 42 °C für exakt 45 sec. Der Hitzeschock bedingt eine Verringerung 
der Zellwandrigidität und ermöglicht damit die Aufnahme des Plasmids. Der Ansatz 
wurde anschließend 2 min auf Eis inkubiert. Die folgende Zugabe von 450 µl 
vorgewärmtem SOC-Medium sowie Inkubation 37 °C, 220 rpm für 60 min bewirkt die 
Ausbildung der Antibiotikaresistenz. Für die Selektion der erfolgreich transformierten 
Bakterien wurden 1/100, 1/50, 1/25 sowie 1/10 des Transformationsansatzes mit 





ausgestrichen. Nach Inkubation dieser Agarplatten für 16 bis 24 h bei 37 °C, wurden 
diese auf das Vorkommen einzelner Kolonien untersucht. 
3.2.4 Kolonie-PCR 
Waren, wie unter Punkt 3.2.3 beschrieben, einzelne Bakterien-Kolonien auf den 
Agarplatten gewachsen, erfolgte eine molekularbiologische Analyse dieser Kolonien 
mittels PCR. Hierbei wurde überprüft, ob es im Verlauf der Transformation und 
Bakterienvermehrung zu Veränderungen des Plasmids kam. Die Primer wurden so 
gewählt, dass mindestens ein ligierter DNA-Bereich umspannt war. Als Matrize wurden 
mit Hilfe einer 10 µl Pipettenspitze geringe Mengen der Bakterienkolonien verwendet. 
Die Amplifikation erfolgte mit der Platinum™ Taq DNA-Polymerase der Firma 
Invitrogen. Des Weiteren wurden die Pipettenspitzen in separate 14 ml 
Bakterienröhrchen mit 3 ml antibiotikahaltigem LB-Medium gegeben und bei 37 °C 
sowie 220 rpm inkubiert (Vorkulturen). In den folgenden Tabellen ist sowohl das 
Pipettierschema als auch das Programm der Kolonie-PCR dargestellt.  
Tabelle 6: Pipettierschema der Kolonie-PCR mit Platinum Taq Polymerase. 
Komponente Konzentration Volumen [µl] 
Reaktionspuffer 10x 2 
Primer s 10 µM 0,4 
Primer as 10 µM 0,4 
dNTPs 10 mM 0,4 
MgCl2 50 mM 0,6 
DNA - - 
Taq-Polymerase 10 U/µl 0,08 






Tabelle 7: Programm der Kolonie PCR. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 1 
    
Denaturierung 94 °C 30 sec  
30 Annealing Primer-spezifisch 30 sec 
Elongation 72 °C 1 min/kb 
    
Kühlung 4 °C ∞ 1 
 
Die Annealing-Temperatur richtet sich nach den entsprechend verwendeten 
Primerpaaren und ist im Ergebnisteil dargestellt. Die Analyse der PCR-Produkte 
erfolgte mittels eines 1 %-igen Agarosegels.  
3.2.5 Bakterienvermehrung und Plasmidisolation 
Konnte nach der Analyse der Kolonie-PCR ein positiver Befund gestellt werden, 
wurden die zugehörigen Vorkulturen für 16 h bei 37 °C sowie 220 rpm inkubiert. 
Vorkulturen mit negativem Klonierungsbefund wurden verworfen. In der Folge wurden 
2 ml Bakteriensuspension abgenommen und bei 4000 x g für 5 min in einer Zentrifuge 
pelletiert. Die Plasmidisolation aus diesen erfolgte mit folgenden Reaktionssystemen: 
Plasmid Mini Prep 2.0 Kit der Firma Jena Analytik, Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit der 
Firma Zymo Research oder PureYield™ Plasmid Miniprep System der Firma 
Promega. Die Reaktionssysteme wurden entsprechend den Herstellerangaben 
verwendet. Jedoch wurde der Elutionspuffer immer auf 50 °C erwärmt sowie die 
Säulen mit Elutionspuffer 5 min inkubiert, bevor der finale Zentrifugationsschritt 
erfolgte. Die eluierten Plasmide wurden in der Folge mittels eines Restriktionsverdaus 
(siehe 3.2.6) analysiert und bei Aufzeigen des richtigen Bandenmusters erfolgte eine 
weitere Vermehrung der Bakterien. Hierfür wurden 200 µl der verbleibenden 
Vorkulturen in 200 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum gegeben. Es 
schloss sich eine Inkubation bei 37 °C und 220 rpm für 16 h an. Das Pelletieren der 
Bakterien erfolgte daraufhin durch schrittweises Zentrifugieren der 
Bakteriensuspension in 50 ml Zentrifugenröhrchen bei 4000 x g für jeweils 10 min. Bei 
Verwendung des ZymoPURE™ Plasmid Midiprep Reaktionssystems (Zymo 





ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Reaktionssystems entsprechend 200 ml. Das 
weitere Vorgehen entsprach den Herstellerangaben. Eine erste Elution der Plasmide 
erfolgte durch Zugabe des vorgewärmten Elutionspuffers (50 °C), Inkubation für 5 min 
und anschließende Zentrifugation bei 12000 x g für 1 min. Dem schloss sich ein 
zweiter Elutionsschritt unter denselben Bedingungen an, jedoch wurde hier 
nukleasefreies Wasser verwendet. Die Elution nach Verwendung des Midiprep-
Systems erfolgte in 200 µl Elutionspuffer und 100 µl Wasser. Wurde das Maxiprep-
System benutzt, erfolgte die Elution in 400 µl bzw. 200 µl. In der Folge wurde die DNA-
Konzentration mittels eines NanoDrop bestimmt und die Plasmide mittels 
Restriktionsverdau analysiert.  
3.2.6 Restriktionsverdau 
Die Analyse isolierter Plasmide erfolgte durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen. 
Die Enzyme wurden so gewählt, dass ein spezifisches Bandenmuster von klar zu 
trennenden DNA-Fragmenten in der Agarosegelelektrophorese detektiert werden 
konnte. Für einen solchen Restriktionsverdau wurden Reaktionsansätze bestehend 
aus 2 µl CutSmart-Puffer, 1 µl Restriktionsenzym und 1 µg DNA mit nukleasefreiem 
Wasser auf 20 µl aufgefüllt und für 60 min bei 37 °C inkubiert. Es schloss sich des 
Weiteren eine gelelektrophoretische Analyse, wie unter Punkt 3.1.4 beschrieben, an.  
 
3.3 Zellbiologische Methoden 
3.3.1 Kultivierung adhärenter Zelllinien 
In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene, adhärente Zelllinien verwendet. 
Das Kultivieren erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit. 
Die Zellen wurden morphologisch mittels eines Lichtmikroskops überprüft und bei 
Erreichen der Konfluenz vereinzelt. Dafür wurde das Kulturmedium entfernt und die 
Zellen mit PBS gewaschen. Nach der Abnahme des PBS erfolgte eine Inkubation der 
Zellen mit einer Trypsin-EDTA-Lösung im Brutschrank. Entscheidend war hier, dass 
der zelluläre Monolayer vollständig mit Dissoziationslösung bedeckt war. Die 
entsprechende Trypsin-Konzentration sowie die notwendigen Inkubationszeiten sind 





Tabelle 8: Darstellung der für die jeweiligen Zelllinien verwendeten 
Trypsinkonzentrationen und Inkubationszeiten bis zur vollständigen 
Dissoziation. 
Zelllinie Trypsin-EDTA-Konzentration  Inkubationszeit 
HEK 293-3-46 0,05 % 1 bis 2 min 
Vero  0,05 % 3 bis 5 min 
Vero/hSLAM 0,25 % 10 bis 15 min 
 
Zur Vermeidung von Zellschäden erfolgte bei sichtbarer Flotation der Zellen ein 
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe des entsprechenden Zellkulturmediums, 
versetzt mit 10 % fetalem Kälberserum (FKS). Zur Vereinzelung von Zellaggregaten 
wurden die Suspension mehrmals auf- und abpipettiert. Daraufhin wurde ein Teil der 
Suspension für die weitere Kultivierung in dem Kulturgefäß belassen und mit der 
entsprechende Kulturmedium versetzt. Die Kultivierung von Vero/hSLAM- und HEK  
293-3-46-Zellen erfolgte stets unter Selektion mit Geneticin (G418) mit einer 
Konzentration von 500 µg/ml respektive 1000 µg/ml. Die verbleibenden Zellen konnten 
in der Folge für Versuche eingesetzt werden, wurden kryokonserviert oder verworfen. 
3.3.2 Bestimmung der Zellzahl 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 µl der zu analysierenden Zellensuspension 
mit 20 µl Trypanblau-Lösung (0,4 %) gemischt. Die Membran vitaler Zellen ist für 
diesen anionische Diazofarbstoff impermeabel, wohingegen Zellen mit verlorener 
Membranintegrität blau gefärbt werden. Dies ermöglicht eine Diskriminierung 
teilungsunfähiger von vitalen Zellen, da vitale Zellen in einem Hellfeldmikroskop farblos 
erscheinen. Das Zell-Trypanblau-Gemisch wurde in eine Neubauer-Zählkammer 
pipettiert und Zellen in vier Großquadranten gezählt.  Mit der folgenden Formel konnte 
die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension berechnet werden: 
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐺𝑟𝑜ß𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒
∗ 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 ∗ 104 = 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑚𝑙⁄  
Die notwendige Zellzahl wurde in der Folge durch Verdünnen der Stocklösung oder 
Pelletieren der Zellen bei 500 x g für 5 min und folgendes Resuspendieren mit 





3.3.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
Mittels Lagerung von Zellen in -196 °C kalten flüssigen Stickstoffs können diese Jahre 
bis Jahrzehnte konserviert werden. Zur Vermeidung der Bildung von Eiskristallen und 
einer damit einhergehenden Schädigung der Zellmembran, während des Einfrierens 
und Auftauens der Zellen, wurden diese mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. 
Die zu konservierenden Zellen wurden vereinzelt (siehe 3.3.1), deren Zellzahl 
bestimmt (siehe 3.3.2) und anschließend auf 3 x 106 Zellen/ml Einfriermedium 
eingestellt. Je 1 ml der Zellsuspension wurde pro Kryogefäß aliquotiert und in einer 
Isopropanol gefüllten Kryobox (Mr. Frosty™ Gefrierbehälter; Thermo Fisher Scientific) 
bei -80 °C für 24 h gelagert. Im Anschluss wurden die Kryogefäße in flüssigen 
Stickstoff für die langfristige Lagerung überführt.  
Für das Auftauen der Zellen nach Lagerung im flüssigen Stickstoff wurde ein einzelnes 
Kryogefäß im Wasserbad bei 37 °C unter ständigem Schwenken aufgetaut. Die 
DMSO-haltige Zellsuspension wurrde in der Folge sofort im Verhältnis 1:10 (v/v) mit 
Zellkulturmedium verdünnt und für 5 min bei 500 x g zentrifugiert. Die pelletierten 
Zellen wurden in 10 ml frischem Medium resuspendiert und in 75 cm² 
Zellkulturflaschen ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % 
Luftfeuchtigkeit. Nach Inkubation der Zellen über Nacht, wurde deren Morphologie 
lichtmikroskopisch überprüft und das Zellkulturmedium erneuert.  
3.3.4 Virusherstellung aus DNA 
Für die Herstellung von Masernviren aus Plasmid-DNA wurden HEK 293-3-46-Zellen 
verwendet (Radecke et al. 1995). Diese Helferzelllinie exprimiert konstitutiv die 
T7-RNA-Polymerase sowie die viralen Proteine N und P. Zunächst wurden 2*106 
HEK 293-3-46-Zellen in einer 6-Kavitätenplatte ausgesät. Nach 24 h Inkubation im 
Brutschrank wurde das Kulturmedium entfernt, durch Dulbecco´s Modifizied Eagle 
Medium + GlutaMAX™ (DMEM) mit 10 % FKS (ohne Geneticin) ersetzt und die Zellen 
für weiter 4-6 h inkubiert. Folgender Ansatz wurde für jede zu transfizierende Kavität 
hergestellt: ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 250 µl (2x) HBS. Ein weiteres 
Reaktionsgefäß mit 5 µg Plasmid mit MV-Vollgenom (pT(+)MV), 20 ng MV-L 
exprimierendes Plasmid (pEMC-La), 250 ng MV-N (pCIAN01) exprimierendes Plasmid 
sowie 31,25 µl einer 2 M CaCl2-Lösung mit nukleasefreiem Wasser auf 250 µl 
aufgefüllt. Anschließend wurde die DNA-haltige Lösung unter vortexen, tropfenweise 





HEK 293-3-46-Zellen getropft. Obschon die Helferzelllinie das virale N-Protein 
exprimiert, wurde das pCIAN01 dem Transfektionsansatz zugefügt, um eine stärkere 
Expression des MV-N-Proteins zu gewährleisten. Nach 24 h Inkubation erfolgte ein 
Mediumwechsel und die Platte wurde mit Parafilm® verschlossen, für 60 min bei 43 °C 
in einem Wasserbad inkubiert und für die weitere Kultivierung in den Brutschrank 
überführt. Vero/hSLAM-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit einer Zellzahl 
1*106 in einer 6-Kavitätenplatte ausgesät. Nach weiteren 24 h wurde das Medium der 
transfizierten HEK 293-3-46-Zellen gewechselt und die Zellen durch mehrmaliges 
Pipettieren von der Platte gelöst. Die in Suspension befindlichen Zellen wurden in der 
Folge zu den semikonfluent gewachsenen Vero/hSLAM-Zellen gegeben. Dieser 
Overlay wurde für zwei bis sieben Tage in einem Brutschrank inkubiert und täglich auf 
Virusreplikation überprüft. War nach dieser Zeit keine Vermehrung sichtbar, wurde der 
Ansatz verworfen und wiederholt. Bei sichtbarer Virusreplikation wurden das Medium 
gewechselt, Zellmaterial mit 200 µl Medium an der entsprechenden Stelle 
abgenommen und für die Infektion von Vero/hSLAM-Zellen in 25 cm² Kulturflaschen 
genutzt. War daraufhin ein zytopathischer Effekt (engl. cytopathic effect; CPE) bei etwa 
90 % der Zellen zu erkennen, wurde das Kulturgefäß leicht schräg bei -80 °C 
eingefroren. Die sich anschließende Virusisolation und Vermehrung ist im folgenden 
Abschnitt beschrieben.  
3.3.5 Masernstockvirus-Herstellung, genetische Analyse und Infektion mit 
Masernvirus  
Für die Herstellung von Stocklösungen der Masernviren wurden 3*106 Vero/hSLAM-
Zellen in 75 cm² Kulturflaschen ausplattiert und für 24 h in einem Brutschrank inkubiert. 
In der Folge wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen mit PBS 
gewaschen. Anschließend erfolgte die Infektion mit den entsprechenden Masernviren. 
Die Virusverdünnung erfolgte in Infektionsmedium (DMEM mit 1 % FKS (v/v)). Die 
Anzahl der infektiösen Viruspartikel wurde dabei so gewählt, dass ein Partikel pro 
tausend Zellen zum Einsatz kam. Die sich daraus ergebende multiplicity of infection 
(MOI) von 0,001 wurde so niedrig gewählt, um ein langsames Voranschreiten der 
Infektion gekoppelt mit hoher Virusproduktion zu gewährleisten. Nach 60-minütiger 
Inkubation bei 37 °C wurde das Infektionsmedium abgenommen und durch 12 ml 
Vollmedium (DMEM versetzt mit 10 % FKS (v/v) und G418 [c=500 ng/µl]) ersetzt. Nach 
weiteren 24 h wurde das Medium erneut abgenommen und durch 12 ml serumfreies 





Zellen zu erkennen war. War die Infektion bis zu diesem Punkt vorangeschritten, 
wurden die Zellkulturgefäße leicht schräg für mindestens 4 h bei -80 °C eingefroren. 
Das Auftauen der Stocklösung erfolgte unter leichtem Schütteln, um das noch 
gefrorene Medium als Zellschaber für das Lysieren und Lösen eventuell noch intakter 
Zellen zu verwenden. In der Folge wurde die Suspension bei 4 °C und 4000 x g für 
10 min zentrifugiert, der Überstand aliquotiert und als Virustock bei -80 °C gelagert.  
Somit generierte Virusstocklösungen der generierten Klone wurden vor 
weiterführenden Experimenten molekularbiologisch analysiert. Hierfür erfolgte die 
Isolation der RNA, die cDNA-Synthese mit anschließender Amplifikation sowie die 
Sequenzierung wie unter Punkt 3.1 beschrieben.  
Für Untersuchungen der Viruskinetik und andere Anwendungen wurden sowohl Vero- 
als auch Vero/hSLAM-Zellen analog des Vorgehens der Stockvirusherstellung infiziert. 
Beide Zelllinien wurden so ausplattiert, dass nach 24 h Inkubation eine Konfluenz von 
80 bis 90 % in den entsprechenden Zellkulturgefäßen erreicht wurde. Die Infektion 
erfolgte mit einer MOI von 0,01. Nach der Abnahme des Virusinokulums wurde DMEM 
versetzt mit 10 % FKS (v/v) zugegeben. Die Inkubationszeit lag zwischen einem und 
fünf Tagen und ein erneuter Mediumwechsel erfolgte nicht. Nach der Virusisolation 
wurde der Überstand bei -80 °C gelagert. Schloss sich eine Titration an, wurde ein 
Aliquot für diese separat eingefroren.  
3.3.6 Masernvirustitration 
Grundlage für die Quantifizierung infektiöser Masernviren ist, dass jedes Viruspartikel 
nach Infektion einer entsprechend permissiven Zielzelle erst ein Synzytium gefolgt von 
einem Loch im Zellrasen (Plaque) bildet. Setzt man diesen direkten Zusammenhang 
zwischen Viruspartikel und zellmorphologischen Veränderungen voraus, kann mittels 
einer seriellen Verdünnungsreihe die Anzahl infektiöser Einheiten in einer virushaltigen 
Suspension bestimmt werden. 
In einer 12-Kavitäten-Platte wurden 1,8*106 Vero/hSLAM-Zellen ausplattiert. Am 
darauffolgenden Tag wurde eine serielle Verdünnung der zu analysierenden 
Virussuspension in DMEM versetzt mit 1 % FKS (v/v) hergestellt, das Medium der 
Vero/hSLAM-Zellen entfernt und pro Kavität 500 µl der entsprechenden 
Virusverdünnung zugegeben. Für jede Verdünnungsstufe wurden Duplikate 





Luftfeuchtigkeit wurden 1,5 ml einer 0,6 %-igen Agar-Lösung (w/v) in 
Plaque-Assaymedium zugegeben und mit dem Infektionsmedium durch leichtes 
Schwenken vermischt. Die Auswertung erfolgte nach sechs Tagen Inkubation in einem 
Brutschrank. 
In der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante, GFP-exprimierende Masernviren 
verwendet und somit konnte die Synzytienbildung an einem Fluoreszenzmikroskop 
analysiert werden. Da Plaques kein oder nur ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal 
besitzen, erfolgte simultan eine Analyse im Hellfeld. In die Auswertung wurde 
entsprechend jeder Masernvirus-Fokus (GFP-Signal und Plaque imHellfeld) 
einbezogen und die Viruspartikelanzahl in Fokus bildenden Einheiten (engl. focus 
forming units; FFU) angegeben. Die FFU pro Milliliter wurden anhand der folgenden 
Formel berechnet: 
𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠𝑡𝑖𝑡𝑒𝑟 [𝐹𝐹𝑈 𝑚𝑙⁄ ] =




3.3.7 Immunfluoreszenztest an Zellkulturen 
Bei einem Immunfluoreszenztest wird die Eigenschaft eines Antikörpers spezifisch an 
ein Antigen zu binden verwendet, um spezifische zelluläre oder virale Proteine zu 
visualisieren. In der vorliegenden Arbeit wurde ein indirekter Nachweis durchgeführt, 
was bedeutet, dass ein zweiter, Fluorochrom-konjugierter Antikörper 
(Sekundärantikörper) speziesspezifisch die schwere Kette des ersten, 
antigenspezifischen Antikörpers (Primärantikörper) bindet und somit das Zielprotein 
sichtbar macht. 
Von den zu untersuchenden Zellen wurde das Kulturmedium entfernt und es folgten 
zwei Waschschritte mit PBS. Anschließend wurden die Zellen mit einer 2 %igen (w/v) 
Paraformaldehyd-Lösung für 10 min bei RT fixiert. Es folgten wiederum zwei 
Waschschritte mit PBS und anschließend ein Permeabilisieren mit 0,1 % Triton-X 100 
in PBS (v/v) für 30 min bei RT. Um Fehlbindungen des Antikörpers zu minimieren, 
wurde Serumalbumin eingesetzt, welches unspezifische Antigene hinreichend 
maskiert und damit die Hintergrund-Fluoreszenz reduziert. Daher wurden die Proben 
mit 5 % BSA in PBS (w/v) für 30 min bei 37 °C blockiert. Im Anschluss wurde der 





über Nacht oder für 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach der gewählten Inkubationszeit 
erfolgte das Abnehmen der Antikörperverdünnung und dreimaliges Waschen der 
Zellen mit PBS. In der Folge wurde der Sekundärantikörper, welcher entsprechend der 
Spezies des Primärantikörpers gewählt wurde, im Verhältnis 1:1000 in PBS mit 1 % 
BSA verdünnt. Für eine Gegenfärbung der Zellkerne wurde 
4´,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) mit einer Konzentration von 0,5 µg/ml der 
Antikörperverdünnung zugesetzt. Ab diesem Schritt wurde die Probe möglichst dunkel 
gelagert, um ein Ausbleichen des Fluorochroms zu vermeiden. Es folgte eine 
Inkubation bei 37 °C für 60 min und anschließendes, zweimaliges Waschen mit PBS. 
Die Probe konnte nun direkt für eine Auswertung am Fluoreszenzmikroskop verwendet 
werden. Für eine längere Lagerung erfolgte ein Waschen mit Reinstwasser, um 
störende Salzrückstände zu entfernen, anschließendes Trocknen der Präparate bei 
RT und das Eindecken mit Entellan.  
 
3.4 Rattengehirn-Slice-Kulturen 
In der vorliegenden Arbeit wurden Gehirnschnittkulturen von Lewis-Ratten für 
Untersuchungen der neurovirulenten Determinanten des Masernvirus genutzt. Alle 
durchgeführten Versuche wurden nach einer Anzeige der Tötung von Wirbeltieren zu 
wissenschaftlichen Zwecken nach § 4 Absatz 3 TierSchG unter den Nummer T33/14 
sowie T36/14 genehmigt. Ein tragendes Lewis Ratten Weibchen wurde über Charles 
River Laboratories bezogen. Die weitere Haltung erfolgte im Medizinisch-
Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig.  
3.4.1 Präparation des Rattengehirns 
Für die Herstellung der Gehirnschnittkulturen wurden zwei Tage alte Jungtiere 
verwendet (p2 - postnatal). Die Tiere wurden dekapitiert und die Köpfe äußerlich mit 
70 %-igem Ethanol gereinigt. Anschließend wurde die Kopfhaut mit einer Schere 
entfernt. In der Folge wurde der Schädel mit einer Mikroskopierschere (Typ Noyes) 
beginnend am Foramen magnum in rostrale Richtung entlang der Sagittalnaht bis zum 
Nasenbein geschnitten. Dies ermöglichte, dass die Schädeldecke mit einer gebogenen 
Mikroskopierpinzette entfernt werden konnte. Das freiliegende Gehirn wurde nun mit 






In der Vorbereitung der Anfertigung von Slice-Kulturen wurde für jeden Schnitt eine 
Kavität einer 6-Kavitätenplatte mit 1 ml Neurobasalmedium befüllt und bei 37 °C, 90 % 
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 inkubiert. Das Schneiden der Rattengehirne erfolgte mit 
einem Leica Vibratom vt1000s. Hierfür wurden zunächst Agaroseblöcke (4 % Agarose 
in HBSS) von ca. 1 x 1 x 0,5 cm (Länge x Höhe x Stärke) orthogonal zueinander auf 
den Probenteller des Vibratoms geklebt (siehe Abbildung 6). Es folgte das Entfernen 
des Kleinhirns mittels einer Rasierklinge durch einen koronalen Schnitt. Diese 
okzipitale Schnittfläche konnte dann verwendet werden, um das Rattengehirn so auf 
den Probenteller des Vibratoms zukleben, dass es durch die Agaroseblöcke fixiert 
wurde. Ein weiterer Block wurde für eine beidseitige laterale Fixierung des Gewebes 
angebracht und das stabilisierte Gehirn in der Pufferwanne befestigt.  
 
Abbildung 6: Darstellung des stabilisierten Rattengehirns in der Probenwanne 
(Aufsicht). Die Ziffern 1 bis 4 bezeichnen die Agaroseblöcke in der entsprechenden 
Reihenfolge des Aufklebens. Die rechte und linke Hemisphäre des Rattengehirns sind 
durch die Buchstaben R bzw. L gekennzeichnet. Der Pfeil stellt die Schnittrichtung der 
Rasierklinge dar. 
In der Folge wurde die Pufferwanne bis zu einem vollständigen Bedecken des Gehirns 
mit eiskaltem HBSS gefüllt. Für das Schneiden des Gehirns wurden Rasierklingen der 
Firma Wilkinson Sword in den Messerhalter eingespannt. Der Vortrieb der Klinge 
wurde auf 0,05 mm/sec (Stufe 1) gestellt und die Frequenz auf 90 Hz (Stufe 9). Es 
folgte die Präparation der Gehirnschnitte mit einer Dicke von 300 µm. Während des 





darauffolgend die entstanden Schnitte mit einer Pasteurpipette auf diese transferiert. 
Um eine Bindung der Schnitte an die PTFE-Membran zu gewährleisten, wurde 
überschüssiges HBSS entfernt und der Zellkultureinsatz in eine vorgewärmte 
6-Kavitätenplatte übertragen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % 
Luftfeuchtigkeit. Am folgenden Tag wurde das Medium durch Slicekultur-Medium 
ersetzt. Für die weitere Inkubation erfolgte ein regelmäßiger Mediumwechsel zweimal 
pro Woche indem die Einsätze mit einer Pinzette vorsichtig aus der Kavität gehoben, 
900 µl Medium entfernt und gleiches Volumen frischen Mediums zugegeben wurden.  
3.4.3 Vitalitätstest der Gehirnschnitte 
Nach etwa zwei Tagen in Kultur bildete sich auf allen Schnitten Narbengewebe. 
Daraufhin erschienen diese opak und geschwollen. Mit der weiteren Kultivierung war 
ein Rückgang dieser Verfärbungen zu beobachten und die Gewebe wurden wieder 
durchsichtig. Diese Entfärbung deutet auf aktiven Stoffwechsel hin und kann als 
Zeichen von Vitalität der Zellen in diesen Gewebeexplantaten gedeutet werden. Bevor 
jedoch weitere Untersuchungen durchgeführt wurden, wurde diese rein optische 
Überprüfung exemplarisch an ausgewählten Gehirnschnitte verifiziert. Hierfür wurde 
Propidiumiodid (PI) verwendet. PI ist ein rot-fluoreszenter Farbstoff, welcher 
sequenzunspezifisch an DNA bindet. Die Membran vitaler Zellen ist impermeabel für 
PI. In abgestorbenen Zellen werden die Nukleinsäuren jedoch gebunden, woraufhin 
die Fluoreszenzintensität des PI um das 20- bis 30-fache gesteigert wird. Tote Zellen 
können in der Folge mittels eines Fluoreszenzmikroskops detektiert werden. Für die 
Färbung wurden 1 ml serumfreiem Slicekultur-Medium 5 µg PI zugegeben. Nach einer 
Inkubationszeit von 2 h wurde das Medium gewechselt und die Auswertung erfolgte 
an einem Fluoreszenzmikroskop. Als Kontrolle wurde ein Schnitt, welcher optisch 
keine Intransparenzen und ebenfalls kein PI-Signal zeigte, für 3 h mit 0,15 % (w/v) 
H2O2 in Slicekultur-Medium inkubiert und anschließend erneut mit PI gefärbt.  
3.4.4 Infektion der Gehirnschnitte 
Nach 15 Tagen in Kultur waren erfolgte die Infektion Gehirnschnitte mit jeweils 
2500 FFU in 25 µl OptiMEM. Die Infektion erfolgte durch Applikation der 
Virussuspension auf die Oberfläche der Slices. Nach Inkubation für 60 min bei 37 °C, 
5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit wurde jeder Schnitt mit 900 µl HBSS gespült und 





3.4.5 Virusisolation aus Gehirnschnitten 
Nach entsprechender Inkubationszeit erfolgte eine Virusisolation aus den 
Gehirnschnitten. Hierfür wurde jeder Schnitt mit 500 µl DMEM mit 1 % FKS gespült 
und dieses Medium direkt für die Titration extrazellulärer Viruspartikel wie unter Punkt 
3.3.6 beschrieben genutzt. Jedoch wurden hier keine Duplikate angefertigt.  
Für die Isolation intrazellulärer Viruspartikel wurden im Vorfeld in 2 ml 
Reaktionsgefäßen Silica-Perlen sowie 1000 µl DMEM mit 1 % FKS gemischt. Die 
Gehirnschnitte konnten mit einem Pinsel von der Membran gelöst und in die 
vorbereiteten Reaktionsgefäße überführt werden. Durch mechanische Behandlung mit 
Silica-Perlen bei 5000 rpm für 15 sec in einem Mag NA Lyser der Firma Roche erfolgte 
der Aufschluss des Gewebes und Freisetzen der Viruspartikel. Nach Zentrifugation bei 
5000 x g, 4 °C für 5 min wurde der Überstand abgenommen und 500 µl für die 
Virustitration eingesetzt (siehe 3.3.6). Die verbleibende Suspension wurde bei -80 °C 
gelagert und stand für weitere Analysen zur Verfügung. 
3.4.6 Immunfluoreszenzfärbung von Gehirnschnitten 
Für den spezifischen Nachweis bestimmter Proteine wurden Slice-Kulturen für eine 
Immunfluoreszenzfärbung eingesetzt. Die einzelnen Arbeitsschritte sowie die 
entsprechenden Reaktionsbedingungen sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. 
Tabelle 9: Darstellung der Arbeitsschritte für die Immunfluoreszenzfärbung von 
Gehirnschnitten. 
 Arbeitsschritt Lösung Temperatur Zeit 
1 Spülen (3-mal) PBS RT 10 min 
2 Fixieren 4 % PFA-Lösung RT 20 min 
3 Schnitte waschen PBS RT 30 min 
4 
Schnitte mit Pinsel von 
Zellkultureinsatz lösen 
PBS RT - 
5 Permeabilisieren 
0,2 % Triton 
X-100 in PBS 
(=TPBS) 




2 % BSA in 
TPBS 












48 h auf 
Wippschüttler 






37 °C 60 min 
10 Spülen (3-mal) PBS RT 10 min 
11 Zellkernfärbung DAPI in TPBS RT 5 min 
12 Spülen (3-mal) PBS RT 10 min 
 
In der Folge konnten die Gehirnschnitte direkt in PBS für die Analyse an einem 
Fluoreszenzmikroskop genutzt werden, oder wurden nach spülen mit Reinstwasser, 
Trocknung bei RT für etwa 10 min auf Objektträgern mit Entellan eingedeckt. Für eine 
Aufbewahrung von maximal zwei Monaten, wurden die Gehirnschnitte in PBS bei 4 °C 
gelagert. 
3.4.7 Semiquantitative Bewertung der Infektion von Gehirnschnitten 
Für eine statistische Auswertung des Voranschreitens der Infektion in den 
Gehirnschnitten, wurden die GFP-positiven Zellen 7, 14, 21 und 28 Tage nach der 
Infektion gezählt. Anhand der Anzahl der positiven Zellen erfolgte die Klassifizierung 
des Infektionsgrades des jeweiligen Gehirnschnitts nach der unten angegebenen 
Tabelle 10. 
Tabelle 10: Bewertung der Neuroinfektion mittels der Anzahl GFP-positiver 
Zellen in den infizierten Gehirnschnitten. Die Tabelle stellt dar, bei welcher Anzahl 
GFP-positiver Zellen pro Gehirnschnitt welche Bewertung vergeben wurde. 
Bewertung GFP-positive Zellen 
0 0 
1 1 bis 10 
2 11 bis 50 
3 51 bis 100 
4 101 bis 200 
5 201 bis 500 






Mithilfe dieser Einteilung konnte ein objektiver Vergleich der infizierten Gehirnschnitte 
zu jedem Zeitpunkt durchgeführt werden.  
 
3.5 Bioinformatische Analysen 
3.5.1 Molekularbiologische Analysen 
Für die Auswertung von Chromatogrammen der durchgeführten Sequenzierreaktionen 
wurde das Programm BioEdit v7.0.5 verwendet (Hall 1999). Die vollständigen 
Chromatogramme wurden auf Eindeutigkeit überprüft und nicht klar bestimmte 
Sequenzen in weitere Analysen nicht einbezogen.  
Eindeutige Ergebnisse der DNA-Sequenzierung wurden mit der „Geneious Prime“ 
Software gegen eine Referenzsequenz abgeglichen. Die Sensitivität wurde hierbei auf 
„hoch“ gestellt, die korrekte Alignierung 5-fach geprüft und ein Beschneiden nicht 
eindeutiger Sequenz-Termini zugelassen.  
3.5.2 Bildanalysen 
Für die Herstellung von Überlagerungen und leichte Anpassungen des Kontrasts 
wurde die ImageJ2-Software verwendet (Rueden et al. 2017). Für Überlagerungen 
wurden die entsprechenden Farbkanäle über die Menüpunkte Image – Color – Merge 
Channels eingefügt. Das Zusammenfügen von Übersichtsbildern der Gehirnschnitte 
erfolgte mit dem Microsoft Image Composite Editor Version 2.0.3.Die am konfokalen 
Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommenen Bilder wurden mittels des ImageJ-
Plugins „Stack Focuser“ aus der Z-Ebene fokussiert (Forster et al. 2004). 
3.5.3 Statistische Auswertungen 
Die statistischen Analysen wurden mit der GraphPad Prism Version 9.0 für Windows, 
GraphPad Software, La Jolla California USA durchgeführt. Mittelwerte von jeweils zwei 
technischen Replikaten der Virustitration wurden für jedes biologische Replikat (jeweils 
3) eingefügt. Es wurde daraufhin die Mittelwerte sowie die Standardabweichung 
berechnet. Eine Varianzanalyse mittels One-way ANOVA gefolgt von einem Dunnett-
Test wurde durchgeführt, um statistisch signifikante Unterschiede der Virustiter zu 
ermitteln. P-Werte unter 0,05 wurden als signifikant (*), p<0,01 als hoch signifikant (**), 
p<0,001 als sehr hoch signifikant (***) und p≤0,0001 als höchst signifikant (****) 
gewertet. Die Vergleiche wurden separat für jeden einzelnen Tag mit Bezug auf das 





der Gehirnschnitte zu jedem Zeitpunkt wurde mittels einer Two-way ANOVA gefolgt 
von einem Dunnett-Test durchgeführt. Die Einteilung der Signifikanzniveaus erfolgte 
wie oben erwähnt. Die Interpretation der Signifikanzniveaus sind hier jedoch nur 
bedingt standhaft, da ein Test metrischer Variablen für die Auswertung einer ordinalen 
Skalierung genutzt wurde. Für eine sicherere Statistik wäre eine Erhöhung der 







Die Grundlage der vorliegenden Arbeit stellen zwei Isolate eines rekombinaten 
Masernvirus, welches von Dr. Soroth Chey an das Rattengehirn adaptiert wurde. 
Hierfür wurde initial des parentale MV-IC323-eGFP in die Gehirne von Lewis-Ratten 
injiziert. In der Folge wurden die Gehirne von zwei Tieren, die Symptome wie Ataxie 
und verminderte Nahrungsaufnahme zeigten, entnommen und Virus isoliert 
(persönliche Mitteilung: Dr. Chey, Prof. Liebert). Diese zwei Isolate wurden, 
entsprechend der Reihenfolge der Bearbeitung als „MV-Isolat 1“ und „MV-Isolat 4“ 
bezeichnet. Des Weiteren erfolgte die vollständige Sequenzierung des MV-Genoms 
beider Isolate. Hierbei konnten bei dem MV-Isolat 1 Mutationen in den Genen M sowie 
F und bei dem MV-Isolat 4 in den Genen M und L detektiert werden (persönliche 
Mitteilung: Dr. Chey, Prof. Liebert). In der nachfolgenden Tabelle sind die genannten 
Mutationen sowie deren Position innerhalb des Genoms mit Bezug auf die publizierte 
IC-B-Sequenz (AB016162) dargestellt. Ebenfalls ist die resultierende AS-Substitution 
mit der entsprechenden Position innerhalb des Proteins angegeben.   
Tabelle 11: Zusammenfassung der beschriebenen Transitionen innerhalb des 
MV-Genoms sowie der jeweilig resultierende AS-Austausch. Ebenfalls ist die für 
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Die Tabelle 11 fasst die Mutationen sowie deren Lokalisation in dem Genom des MV 
zusammen. Des Weiteren ist die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nomenklatur 
angegeben. 
In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss dieser gefundenen Mutationen auf einen 





Tabelle 11 gezeigten Mutationen in das Wildtyp MV-Genom des pT(+)MV323-eGFP 
einzufügen. Zu beachten ist, dass alle vier Mutationen des L-Gens von MV-Isolat 4 in 
ihre Gesamtheit in das parentale Plasmid eingebracht wurden und sich daraus die 
Bezeichnung pT(+)MV-L4 ergibt. 
 
4.1 Punktmutationsgenese 
Für das Einfügen einzelner Punktmutationen in das parentale pT(+)MV323-eGFP 
wurde eine inverse PCR verwendet. Bei diesem Verfahren werden Primer für die 
Amplifikation eines zirkulären Plasmids eingesetzt, welche an ihren 5‘-Enden 
überlappend sind. Diese komplementären Enden sind für eine folgende Ligation 
notwendig. Entsprechend des Anwendungszwecks können in die Primer 
Punktmutationen eingefügt werden. Das resultierende, lineare PCR-Produkt umfasst 
das vollständige Plasmid, besitzt terminal homologe Sequenzen, die diese 
Punktmutation tragen und ligiert werden können.  
4.1.1 Etablierung der inversen PCR 
Die Durchführung dieser speziellen PCR erfolgte mit der PrimeSTAR GXL DNA-
Polymerase entsprechend der Angaben in Tabelle 3 und Tabelle 4. Die Etablierung 
dieser ca. 21 kb umspannenden PCR wurde unter Verwendung der Primerkombination 
MV-M-G4315A-s/as (M4-Primer) durchgeführt (siehe 2.6.2). Nach den 
Herstellerangaben wurde die Elongationszeit zwischen 0,5 min/kb und 1 min/kb 
variiert. Ebenfalls erfolgte eine schrittweise Anpassung der Templatemenge von 10 ng 
auf 1 ng pro Reaktionsansatz. Exemplarisch ist eine gelelektrophoretische Analyse 
eines Doppelansatzes mit 2 ng Template und einer Elongationszeit von 20 min in 35 






Abbildung 7: Analyse des Produktes einer inversen PCR. [A] Gelelektrophorese 
der inversen PCR mit der Primerkombination MV-M-A3795G-s/as. Das Produkt 1* 
wurde in der Folge weiter analysiert. [B] Behandlung des PCR-Produktes 1* 
entsprechend den Angaben. λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII 
In der Abbildung 7 A ist zu erkennen, dass beide PCR-Produkte mit einer erwarteten 
Größe von 21182 Basenpaaren (bp) nicht detektiert werden konnten. Jedoch ist ein 
deutliches Signal in den Geltaschen zu erkennen. Der Größenstandard ist hingegen 
aufgetrennt. Da dieser Sachverhalt bei allen Ansätzen der inversen PCR beobachtet 
werden konnte, erfolgte daraufhin eine Behandlung des PCR-Produktes mit SDS, 
Hitze und DNaseI (Abbildung 7 B), um die in den Geltaschen verbleibende DNA näher 
zu charakterisieren. Es ist zu erkennen, dass die Inkubation mit SDS und ein Erhitzen 
der Probe nicht zu einer Migration der Bande in das Gel führen. Jedoch ist nach der 
Inkubation mit SDS und 95 °C unspezifische Fragmentierung der DNA ersichtlich. Die 
Inkubation des PCR-Produktes mit DNaseI bewirkt, dass keine Bande mehr sichtbar 
ist. Da es sich demnach um sehr große DNA-Fragmente handelt, welche nicht durch 
Bindung an die Polymerase in den Geltaschen gehalten wird, wurden die 
Reaktionsbedingungen weiter verändert. Es wurde zunächst die Elongationszeit 






Abbildung 8: Analyse der inversen PCR mit verkürzter Elongationszeit. 
Auftrennung der mit den unterschiedlichen Elongationszeiten pro Zyklus und 
Primerkonzentrationen generierten PCR-Ansätze. λ: DNA-Größenstandard lambda 
DNA/HindIII; der schwarze Pfeil markiert die Bande der gewünschten Größe. 
Aus der Abbildung 8 wird ersichtlich, dass die Migration der PCR-Produkte in das Gel 
nach Amplifikation bei einer Elongationszeit von 3:40 min erfolgte (ca. 10 sec/kb). 
Ebenfalls ist bei dem Einsatz von 3 pmol Primer und einer Elongationszeit von 20 min 
eine sehr schwache Bande sichtbar. Die Reduktion der Elongationszeit scheint 
demnach einen entscheidenden Einfluss auf die Amplifikation des korrekten 
PCR-Produktes zu haben und wurde in der Folge entsprechend gewählt. Da der 
GC-Gehalt der Primerkombinationen MV-M-A3795G-s/as (M1-Primer) sowie 
MV-F-A6132G-a/as (F1-Primer) sehr hoch ist (55 und 63 %, respektive 58 und 65 %), 
wurde den PCR-Ansätzen DMSO zugegeben. Ebenfalls wurde die Elongationszeit von 






Abbildung 9: Analyse der inversen PCR mit DMSO. Darstellung der Doppelansätze 
von Amplifikaten hergestellt mit den Primerkombinationen: M4, M1 und F1 (siehe 
Fließtext). λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII; der schwarze Pfeil markiert 
die Banden der gewünschten Größe. 
Aus der Abbildung 9 wird ersichtlich, dass der Zusatz von DMSO eine vollständige 
Migration des PCR-Produktes, generiert mit den M4-Primern, in das Gel bewirkt. Des 
Weiteren ist eine Bande der korrekten Größe (21182 bp) bei der zuvor genannten 
Amplifikation und jener mit den M1-Primern ersichtlich. Das PCR-Produkt der 
F1-Primer hingegen konnte nicht gelelektrophoretisch aufgetrennt werden. Für die 
Herstellung der Punktmutanten des Plasmids pT(+)MV323-eGFP wurden sowohl die 
DNA-Mengen als auch die Elongationszeiten weiter reduziert, um eine Verwendung 
von DMSO in den Reaktionen zu vermeiden.  
4.1.2 Herstellung des Plasmids pT(+)MV-M1 
Die Punktmutation innerhalb des M-Gens des MV-Isolates 1 wurde unter Verwendung 
der Primer „MV-M-A3795G-s“ und „MV-M-A3795G-as“ in das Plasmid 
pT(+)MV323-eGFP eingefügt. Hierfür erfolgte zunächst die inverse PCR in einem 
Doppelansatz je Reaktionsbedingung bei einer Annealingtemperatur von 60 °C, mit 
und ohne Zugabe von 3 % DMSO, sowie mit den Elongationszeiten von 3 min oder 
3 min 40 sec in 30 Zyklen. Je Reaktion wurde 1 ng Template eingesetzt. Die 






Abbildung 10: Analyse der inversen PCR für die Herstellung des pT(+)MV-M1. 
[A] Dargestellt sind die DNA-Fragmente generiert bei angegebenen 
Reaktionsbedingungen. Der Stern (*) markiert die Bande welche für eine Gelextraktion 
verwendet wurden. [B] Verifizierung der Gelextraktion der markierten Bande der 
Spuren 6 und 8 aus Teil A. λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII; Pfeile 
markieren die Banden der gewünschten Größe. 
In der Abbildung 10 ist das Ergebnis der inversen PCR für das Einfügen der 
M1-Punktmutation in das parentale pT(+)MV323-eGFP dargestellt. In Teil A ist 
ersichtlich, dass bei Auftrennung aller PCR-Produkte DNA in den Taschen des Gels 
verbleibt. Bei lediglich einem Reaktionsansatz mit DMSO und einer Elongationszeit 
von 3 min 40 sec ist keine Bande der entsprechenden Größe von 21182 bp entstanden 
(Spur 4). In der Spur 5 sind weitere Banden (kleiner als 2000 bp) zu erkennen. Für die 
weitere Herstellung des pT(+)MV-M1 Plasmids wurden die ca. 21 kb großen DNA-
Fragmente der Spur 6 sowie 8 ausgeschnitten, DNA extrahiert und erneut 
gelelektrophoretisch überprüft (Abbildung 10 B). Da die korrekte Größe bestätigt und 
keine DNA in den Geltaschen detektiert wurde, konnte diese DNA für weitere 
Anwendungen eingesetzt werden. Für die sich anschließende Ligation des 
PCR-Produktes wurde die aus dem Agarosegel extrahierte DNA (6*) in das In-Fusion® 
HD Cloning System eingesetzt (siehe 3.2.2). Nach erfolgter Transformation und 
Inkubation über Nacht wurden einzelne Kolonien molekularbiologisch überprüft. 
Positive Kolonien wurden weiter vermehrt und aus vier Ansätzen Plasmide, wie unter 






Abbildung 11: Darstellung des Restriktionsverdaus von pT(+)MV-M1 mit BamHI. 
Restriktionskontrollverdau (jeweils linke Spur) isolierter Plasmid-DNA (unbehandelt 
jeweils rechte Spur) nach weiterer Vermehrung der Kolonien 1, 4, 9 und 10. λ: DNA-
Größenstandard lambda DNA/HindIII; schwarze Pfeile markieren die Banden der 
gewünschten Größe; graue Pfeile zeigen zusätzliche Banden. 
In der Abbildung 11 ist die Analyse des isolierten pT(+)MV-M1 Plasmids nach Ligation 
und Transformation der in Spur 6* (Abbildung 10) überprüften DNA dargestellt. Die 
Isolation von Plasmid-DNA sowie der sich anschließender Restriktionskontrollverdau 
mit BamHI erfolgte aus den Ansätzen von Kolonie 1, 4, 9 und 10 (Abbildung 11). Es 
ist zu erkennen, dass bei den Isolaten der Kolonien 1 und 9 lediglich die vier 
gewünschten Banden bei einer Größe von 9027, 5331, 4040 und 2769 bp nach 
Behandlung mit BamHI gefunden wurden (jeweils linke Spur). Des Weiteren sind bei 
den unbehandelten, gelelektrophoretisch aufgetrennten Plasmiden (jeweils die 
rechten Spuren) zwei Banden, aufgrund von Sekundärstrukturen der DNA, zu 
erkennen. Bei der Auftrennung der isolierten Plasmid-DNA von Kolonie 4 und 10 sind 
zusätzliche Banden sichtbar. Bei Kolonie 4 sind diese ebenso ohne das Schneiden mit 
BamHI sichtbar, als auch nach entsprechendem Restriktionsverdau. Im Falle des 
Kolonie 10 Isolates ist lediglich nach BamHI-Behandlung ein zusätzliches, ca. 7 kb 
großes DNA-Fragment detektiert wurden. Für weitere Untersuchungen wurde daher 
der E.coli-Klon aus der Kolonie 9 für eine Plasmidisolation verwendet. 
Im Anschluss erfolgte eine vollständige Bestimmung der MV-Sequenz des generierten 
pT(+)MV-M1. So sollte zum einen die eingefügte Mutation verifiziert und eventuelle 
Fehler bei der Amplifikation detektiert werden. Verwendet wurden hierfür die unter 





(aus Kolonie 9) eingesetzt. Als Referenz diente die zuvor determinierte Sequenz des 
parentalen pT(+)MV323-eGFP. In der Abbildung 12 sind exemplarisch Ausschnitte der 
Chromatogramme generiert mit dem Primer „P-nach-Stop-s“ dargestellt. 
 
Abbildung 12: Darstellung eines Ausschnitts der analysierten Sequenz des 
M-Gens von pT(+)MV323-eGFP und pT(+)MV-M1. In dem schwarzen Rahmen 
hervorgehoben ist das bei pT(+)MV-M1 mutierte Nukleotid Adenin zu Guanin. Der 
Strich markiert das betroffene Codon. Die Sequenzen sind in der Orientierung der 
mRNA angegeben. Die Nukleotide im Einbuchstabencode dargestellt.  
Der Vergleich der generierten Sequenzen zeigte, dass lediglich eine Base von 
pT(+)MV-M1 gegenüber der parentalen Sequenz verändert ist (Abbildung 12). Diese 
Punktmutation bewirkt innerhalb des MV-Genoms den Austausch von Adenin zu 
Guanin an Position (A3795G). Die Mutation konnte ebenfalls durch die Primer 
„MV-M-Mitte-as“ und „MV-M-vor-Ende-as“ bestätigt werden. Bezogen auf die CDS des 
M-Gens ist dies die Substitution A358G, aus welcher sich innerhalb des M-Proteins 
ein Austausch der AS Threonin zu Alanin an Position 120 (T120A) ergibt. Weitere, 
unerwünschte Nukleotidsubstitutionen wurden nicht detektiert. Somit konnte das 
generierte Plasmid pT(+)MV-M1, isoliert aus der Kolonie 9 für die weitere Versuche 
verwendet werden.  
4.1.3 Herstellung des Plasmids pT(+)MV-F1 
Für die Insertion der F-A6132G Mutation in das parentale Plasmid pT(+)MV323-eGFP 
wurde zunächst die Primerkombination MV-F-A6132G-s/as (siehe 2.6.2) eingesetzt. 
Da jedoch mit dieser Kombination selbst bei diversen Elongationszeiten, 





dessen gelelektrophoretische Verifizierung möglich war, erfolgte die Amplifikation und 
einhergehende Punktmutationsgenese in zwei Teilen. Hierfür wurden die Primer 
„Ende-L-pTMV-s“ und „MV-F-A6132G-as“ (Fragment 1) sowie „MV-F-A6132G-s“ und 
„Ende-L-pTMV-as“ (Fragment 2) verwendet. In die Reaktionen wurden je 2 ng 
pT(+)MV323-eGFP als Template eingesetzt. Die Elongationszeit betrug 10 sec/kb in 
allen 30 Zyklen. Die gelelektrophoretische Analyse ist in Abbildung 13 dargestellt. 
 
Abbildung 13: Gelelektrophoretische Analyse der amplifizierten Fragmente für 
die Herstellung des pT(+)MV-F1. Aufgetragen sind die PCR-Produkte eines 
Doppelansatzes beider Teile. Sterne (*) markieren Ansätze die für weitere 
Untersuchungen verwendet wurden. λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII; 
schwarze Pfeile markieren die Banden der gewünschten Größe. 
Aus der Abbildung 13 wird deutlich, dass die Amplifikation beider Fragmente jeweils 
ein PCR-Produkt der erwarteten Größe generierte. Die Bande des 11548 bp großen 
Fragments 1 liegt nach der gelelektrophoretischen Auftrennung oberhalb der 9649 bp 
repräsentierenden Bande des Fragments 2. Da in keiner der Spuren DNA in der 
Geltasche verblieb und ebenso keine Fehlbanden auftraten, wurden die Banden nicht 
aus der Agarose extrahiert. Jedoch wurden beide Fragmente mit dem Cloning 
Enhancer des In-Fusion® HD Cloning Systems behandelt, um Template DNA zu 
eliminieren. Für die sich anschließende Ligation wurden je Fragment 60 ng verwendet 
(siehe 3.2.2). Nach erfolgter Transformation und Inkubation wurden einzelne 
Bakterienkolonien wie unter Punkt 3.2.4 beschrieben, molekularbiologisch überprüft. 
Für die weitere Vermehrung wurden die Kolonien 8 sowie 10 mit bestätigter Ligation 
verwendet, aus welchen letztlich ebenso die Plasmidisolation erfolgte (siehe 3.2.5). 
Die korrekte Größe des generierten Plasmids wurde durch einen Restriktionsverdau 






Abbildung 14: Gelelektrophoretische Darstellung des Restriktionsverdaus von 
pT(+)MV-F1 mit BamHI. Gezeigt ist für beide Isolate jeweils das unbehandelte (rechte 
Spur) sowie das BamHI geschnittene Plasmid (links). M: 1 kb DNA-Größenstandard; 
schwarze Pfeile markieren die Banden der gewünschten Größe, wohingegen graue 
Pfeile zusätzliche Bande markieren. 
Die gelelektrophoretische Analyse des Restriktionskontrollverdaus des Plasmid 
pT(+)MV-F1 isoliert aus den Kolonien 8 und 10 zeigt die korrekten Banden der Größen: 
9027, 5331, 4040 sowie 2769 bp (schwarze Pfeile). Jedoch wurden weitere DNA-
Fragmente von ca. 1600 bp und ca. 5000 bp aus der Anzucht von Kolonie 8 co-
extrahiert. Nach BamHI-Behandlung konnten Fragmente bei ca. 3000 bp und ca. 
5000 bp detektiert werden (grauer Pfeil). Für die folgenden Untersuchungen und 
Anwendungen wurde lediglich das Isolat der Kolonie 10 weiterverwendet. 
Im Anschluss erfolgte eine vollständige Bestimmung der MV-Sequenz des generierten 
pT(+)MV-F1, um eventuelle Fehler der Amplifikation auszuschließen. Verwendet 
wurden hierfür die unter Punkt 2.6.1 aufgelisteten Primer und es wurden pro Reaktion 
250 ng der Plasmid-DNA eingesetzt. Als Referenz diente die zuvor determinierte 
Sequenz des parentalen pT(+)MV3323-eGFP. In der Abbildung 15 sind exemplarisch 







Abbildung 15: Darstellung eines Ausschnitts der analysierten Sequenz des 
F-Gens von pT(+)MV323-eGFP und pT(+)MV-F1. In dem schwarzen Rahmen 
hervorgehoben ist das bei pT(+)MV-F1 mutierte Nukleotid Adenin zu Guanin. Der 
Strich markiert das betroffene Codon. Die Sequenzen sind in der Orientierung der 
mRNA angegeben. Die Nukleotide sind im Einbuchstabencode dargestellt. 
Der Vergleich der generierten Sequenzen zeigte, dass lediglich eine Base von 
pT(+)MV-M1 gegenüber der parentalen Sequenz verändert ist (Abbildung 15). Diese 
Punktmutation ist an der Position 6132 des MV-Genoms lokalisiert, an welcher der 
Austausch von Adenin zu Guanin (A6132G) detektiert wurde. Bestätigung erfuhr 
dieses Ergebnis durch die Analyse der Sequenzen generiert mit den Primern 
„MV-F-vor-Start-s“ und „MV-F-Mitte-as“. Bezogen auf die CDS des F-Gens, handelt es 
sich um Position 675. Des Weiteren ergibt sich daraus, dass es innerhalb des F-
Proteins zu einem Austausch der AS Isoleucin zu Methionin an Position 225 (I225M) 
kommt. Weitere, unerwünschte Nukleotidsubstitutionen wurden nicht detektiert. Somit 
konnte das generierte Plasmid pT(+)MV-F1, isoliert aus der Kolonie 10 für die weitere 
Versuche verwendet werden.  
4.1.4 Herstellung des Plasmids pT(+)MV-M1F1 
Für die Insertion beider bei Isolat 1 gefundenen Punktmutationen (siehe Tabelle 11) 
wurde das Plasmid pT(+)MV-F1 als Grundlage verwendet. Dieses Template wurde in 
zwei Fragmenten amplifiziert: Fragment 1 mit den Primern „MV-M-A3795G-s“ und 
„Ende-L-pTMV-as“, Fragment 2 mit den Primern „Ende-L-pTMV-s“ und 
„MV-M-A3795G-as“. Demnach trug das Fragment 1 bereits die A6132G-Mutation des 
F-Gens und die A3795G-Mutation des M-Gens wurde durch die gleichnamigen Primer 





Tabelle 3 und Tabelle 4 beschrieben mit 1 ng Template-DNA sowie einer 
Elongationszeit von 2:30 min in 30 Zyklen. Die Analyse dieser Ansätze ist in Abbildung 
16 dargestellt. 
 
Abbildung 16: Gelelektrophoretische Analyse beider PCR-Produkte für die 
Herstellung von pT(+)MV-M1F1. Aufgetragen ist ein Doppelansatz beider 
Fragmente. λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII; Pfeile markieren die 
Banden der gewünschten Größe. 
Die in der Abbildung 16 dargestellte gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte beider Fragmente für die Herstellung des Plasmids pT(+)MV-M1F1 zeigt, 
dass lediglich eine Bande pro Ansatz generiert wurde. Die so detektierten Banden 
entsprechen der erwarteten Größe von 11986 bp (Fragment 1) und 9211 bp 
(Fragments 2). Für die weitere Klonierung wurden beide Fragmente mit dem Cloning 
Enhancer des In-Fusion® HD Cloning Systems behandelt, um Template DNA zu 
entfernen. Für die sich anschließende Ligation wurden gleiche Mengen beider 
Fragmente eingesetzt (siehe 3.2.2). Nach der folgenden Transformation und 
Inkubation wurden einzelne Bakterienkolonien wie unter Punkt 3.2.4 beschrieben, 
molekularbiologisch überprüft. Drei positive Kolonien wurden weiter vermehrt und nach 
der Plasmidextraktion erneut untersucht. Das Ergebnis dieses Restriktionsverdaus mit 






Abbildung 17: Gelelektrophoretische Analyse des pT(+)MV-M1F1 nach 
Behandlung mit BamHI. Dargestellt sind Restriktionsanalysen von drei Isolaten. 
Lediglich für das Isolat der Kolonie 12 ist ein ungeschnittenes Plasmid aufgetragen. 
λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII; Pfeile markieren die Banden der 
gewünschten Größe. 
Die gelelektrophoretische Analyse des Restriktionsverdaus mit BamHI zeigt, dass in 
allen drei Isolaten Banden der korrekten Größe (9027, 5331, 4040, 2769 bp) generiert 
wurden (Abbildung 17). In der Folge wurde die MV-spezifische Sequenz des aus 
Kolonie 12 isoliert Plasmides pT(+)MV-M1F1 bestimmt. Hierfür wurden die Primer, wie 
unter Punkt 2.6.1 angegeben, verwendet. In der Abbildung 18 sind die Ausschnitte der 
Chromatogramme, generiert mit den Primern „P-nach-Stop-s“ (A) und „MV-F-Mitte-s“ 
(B), welche die Mutationen gegenüber des pT(+)MV323-eGFP Plasmids aufweisen, 






Abbildung 18: Darstellung von Chromatogrammen der Sequenzierung des 
pT(+)MV-M1F1 Plasmid. Ausschnitt der Sequenzdaten, welche die Mutationen [A]: 
innerhalb des M-Gens (A3795G) sowie in [B] innerhalb des F-Gens (A6132G) 
gegenüber der parentalen Sequenz zeigen. Die jeweils veränderten Basen sind in 
einem Rahmen hervorgehoben. Die Striche markieren die betroffenen Codons. 
Die Sequenzanalyse des Plasmids pT(+)MV-M1F1 ergab, dass lediglich die Mutation 
A3795G innerhalb des M-Gens sowie die Mutation A6132G innerhalb des F-Gens 
gegenüber des pT(+)MV323-eGFP  kodiert werden. In der Abbildung 18 sind 
Ausschnitte der Chromatogramme generiert mit den Primern „P-nach-Stop-s“ (A) und 
„MV-F-Mitte-s“ (B) dargestellt. Beide Substitutionen konnten ebenfalls durch die Primer 
„MV-M-Mitte-as“ und „MV-M-vor-Ende-as“ sowie „MV-F-vor-Start-s“ und 





4.1.5 Herstellung des Plasmids pT(+)MV-M4 
Für das Einfügen der G4315A Mutation welche innerhalb des M-Gens von Isolat 4 
detektiert wurde, wurden die Primer „MV-M-G4315A-s“ sowie „MV-M-G4315A-as“ 
verwendet. Die Punktmutationsgenese erfolgte in dem Plasmid pT(+)MV323-eGFP. 
Die inverse PCR wurde wie in Tabelle 3 beschrieben mit 1 ng und 3 ng Template 
angesetzt. Die Amplifikation erfolgte durch eine Elongationszeit von 3:40 min in 35 
Zyklen (siehe Tabelle 4). Die PCR-Produkte wurden auf einem 0,8 %igen Agarose-Gel 
analysiert (siehe Abbildung 19).  
 
Abbildung 19: Darstellung der gelelektrophoretischen Analyse des Produktes 
der inversen PCR für die Herstellung von pT(+)MV-M4. [A] Auftrennung der PCR-
Produkte mit 1 ng bzw. 3 ng Template-DNA (Spur 1 und 2). Der Stern (*) markiert die 
Bande welche für eine Aufreinigung ausgeschnitten wurde. [B] Analyse der 
ausgeschnittenen und eluierten DNA in Teil A. λ: DNA-Größenstandard lambda 
DNA/HindIII; Pfeile markieren die Banden der gewünschten Größe. 
In der Abbildung 19 sind die Produkte der inversen PCR für die Herstellung des 
Plasmids pT(+)MV-M4 gelelektrophoretisch dargestellt. In Teil (A) ist zu erkennen, 
dass lediglich bei dem Ansatz mit 3 ng Template-DNA eine deutliche Bande bei der 
erwarteten Größe von 21182 bp vorhanden ist. Diese Bande wurde, da ebenfalls 
starke Signale in den Geltaschen und schwache Signale unterhalb detektiert werden 
konnten, aus dem Gel geschnitten, aufgereinigt und erneut überprüft (Abbildung 19 B). 
Bei dieser Überprüfung konnten keine weiteren DNA-Fragmente in den Taschen 
detektiert werden. In der sich anschließenden Ligation wurde die eluierte DNA (2* in 
Abbildung 19 B) mittels des In-Fusion® HD Cloning Systems ligiert (siehe 3.2.2). Nach 
erfolgter Transformation und Inkubation über Nacht erfolgte die Analyse des so 
generierten pT(+)MV-M4 durch die Kolonie-PCR (3.2.4). Für zwei Kolonien konnte 
eine erfolgreiche Ligation bestätigt werden. Diese wurden vermehrt und in der Folge 





Restriktionskontrollverdaus (siehe 3.2.6) unterzogen. Die gelelektrophoretische 
Analyse nach der Inkubation mit BamHI ist in Abbildung 20 dargestellt. 
 
Abbildung 20: Gelelektrophoretische Darstellung des Restriktionsverdaus von 
pT(+)MV-M4 mit BamHI. Gezeigt ist für beide Isolate jeweils das unbehandelte (linke 
Spur) sowie BamHI geschnittene Plasmid (rechts). λ: DNA-Größenstandard lambda 
DNA/HindIII; schwarze Pfeile markieren die Banden der gewünschten Größe, 
wohingegen der graue Pfeil eine zusätzliche Bande markiert. 
Aus der Abbildung 20 wird ersichtlich, dass der Restriktionskontrollverdau beider 
Plasmide die korrekten Banden der Größen: 9027, 5331, 4040 sowie 2769 bp generiert 
(schwarze Pfeile). Jedoch wurde ein weiteres DNA-Fragment von ca. 1800 bp aus der 
Anzucht von Kolonie 3 co-extrahiert, welches jedoch nicht durch BamHI geschnitten 
wird (grauer Pfeil). Für die folgenden Sequenzanalyse und weiterführende Versuche 
wurde lediglich das Isolat der Kolonie 2 verwendet. In der Abbildung 21 ist der 
entscheidende Ausschnitt eines Chromatogramms, generiert mit dem Primer 






Abbildung 21: Darstellung eines Ausschnitts der analysierten Sequenz des 
M-Gens von pT(+)MV323-eGFP und pT(+)MV-M4. In dem schwarzen Rahmen 
hervorgehoben ist das bei pT(+)MV-M4 mutierte Nukleotid Guanin zu Adenin. Der 
Strich markiert das betroffene Codon. Die Sequenzen sind in der Orientierung der 
mRNA angegeben. Die Nukleotide sind im Einbuchstabencode dargestellt. 
Der Vergleich der generierten Sequenzen zeigte, dass lediglich eine Base von 
pT(+)MV-M4 gegenüber der parentalen Sequenz verändert ist. Diese Punktmutation 
ist an der Position 4315 des MV-Genoms lokalisiert, an welcher der Austausch von 
Guanin zu Adenin (G4315A) detektiert wurde (Abbildung 21). Durch Sequenzierung 
mit den Primern „MV-M-vor-Ende-as“ und „M-BstEII-as“ erfolgte der Nachweise dieser 
Mutation. Bezogen auf die CDS des M-Gens handelt es sich um Position 878. Des 
Weiteren ergibt sich daraus, dass es innerhalb des M-Proteins zu einem Austausch 
der AS Arginin zu Glutamin an Position 293 (R293Q) kommt. Weitere 
Nukleotidsubstitutionen wurden nicht detektiert. Somit konnte das generierte Plasmid 
pT(+)MV-M4, isoliert aus der Kolonie 2 für die weitere Versuche verwendet werden.  
4.1.6 Herstellung der Plasmide pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4 
Die bei MV-Isolat 4 innerhalb des L-Gens detektierten und verifizierten 
Punktmutationen (siehe Tabelle 11) sollten vollständig in das parentale 
pT(+)MV323-eGFP sowie das Plasmid pT(+)MV-M4 eingefügt werden. Ebenfalls 
wurde ein Ansatz für die Insertion der L4-Mutationen in das pT(+)MV-M1 mitgeführt. 
Für die Herstellung des „L4-Inserts“ erfolgte zunächst die reverse Transkription von 
700 ng RNA des MV-Isolates 4 mit den Primern „MV-L-A11116G-s“ sowie „L-Stop-as“. 





3.1.2 verwendet. Die sich anschließende PCR erfolgte wie in Tabelle 3 und Tabelle 4 
beschrieben. Es wurden 0,5 µl cDNA mit den Primern „MV-L-A11116G-s“ und 
„Ende-MV-L-pTMV-as“ bei einer Elongationszeit von 4:30 min in 40 Zyklen amplifiziert. 
In weiteren Ansätzen erfolgte die Herstellung des Plasmid-Rückgrates mit den Primern 
„Ende-MV-L-pTMV-s“ und „MV-L-A11116G-as“. Als Template wurden hierfür jedoch 
die Plasmide pT(+)MV323-eGFP, pT(+)MV-M4 und pT(+)MV-M1 verwendet. In die 
Reaktionen wurde 1 ng des entsprechenden Templates eingesetzt und die 
Amplifikation erfolgte bei einer Elongationszeit von 10 sec/kb in 30 Zyklen. Die 
gelelektrophoretische Analyse dieser Reaktionen sind in Abbildung 22 dargestellt.  
 
Abbildung 22: Gelelektrophoretische Analyse der DNA-Fragmente für die 
Herstellung von pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4. [A] Darstellung der PCR-
Produkte. 1= amplifiziertes Plasmid-Rückgrat von pT(+)MV323-eGFP, 
2= amplifiziertes Plasmid-Rückgrat von pT(+)MV-M4, 3= amplifiziertes Plasmid-
Rückgrat von pT(+)MV-M1, 4= amplifizierter Teil des L-Gens von MV-Isolat 4 („L4-
Insert“). Die Sterne (*) markieren die Banden welche für eine Aufreinigung 
ausgeschnitten wurden. [B] Analyse der ausgeschnittenen und eluierten DNA in Teil A 
(Nummerierung identisch). λ: DNA-Größenstandard lambda DNA/HindIII; M: 1 kb 
DNA-Größenstandard; Pfeile markieren die Banden der gewünschten Größe. 
In der Abbildung 22 A ist zu erkennen, dass die Amplifikation der DNA-Fragmente 
erfolgreich war. Die Herstellung des 16532 bp großen Plasmid-Rückgrates bedingte 
jedoch ebenfalls, das Vorkommen von DNA, welche in den Geltaschen verblieb. Die 
Bande des 4665 bp großen L4-Inserts zeigte ebenfalls Unschärfen, jedoch keine Gel-
impermeable DNA. Die entsprechenden DNA-Banden (*) wurden in der Folge aus dem 
Gel geschnitten, DNA extrahiert und erneut gelelektrophoretisch analysiert (Abbildung 





Größe detektiert werden. Nach der Konzentrationsbestimmung wurde das L4-Insert 
mit dem jeweiligen Plasmid-Rückgrat in einem molaren Verhältnis von 2:1 in das In-
Fusion® HD Cloning Systems eingesetzt und ligiert. Es folgte die Transformation und 
Inkubation wie unter Punkt 3.2.3 beschrieben. Nach der molekularbiologischen 
Analyse gewachsener Kolonien wurde deutlich, dass eine Ligation des pT(+)MV-M1-
Rückgrates mit dem L4-Insert nicht erfolgreich war. Daraufhin wurden lediglich positive 
Kolonien der Plasmide pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4 weiter kultiviert und in einem 
Restriktionskontrollverdau mit BamHI nach Plasmid-Isolation analysiert (Abbildung 
23). 
 
Abbildung 23: Gelelektrophoretische Analyse des Restriktionsverdaus von 
pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4 mit BamHI. Dargestellt sind die isolierten und wie 
angegeben mit Restriktionsenzym behandelten Plasmid. M: 1 kb 
DNA-Größenstandard; Pfeile markieren die Banden der gewünschten Größe; graue 
Pfeile markieren unerwünschte Banden; graue Pfeilspitzen markieren die Bande auf 
Höhe des unverdauten Plasmids. 
Die gelelektrophoretische Analyse der Plasmide pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4 nach 
der Behandlung mit BamHI zeigt, dass die vier erwarteten Band der Größe: 9027, 
5331, 4040 und 2769 bp generiert wurden (Abbildung 23). Ebenfalls sind in beiden 
Restriktionsansätzen Banden auf der Höhe des unbehandelten Plasmids sichtbar, 
welche auf einen nicht vollständigen Verdau hindeutet (graue Pfeilspitzen). Eine 
weitere Bande bei ca. 2,8 kb ist in beiden Isolaten zu erkennen, wohingegen das nicht 
geschnittene Extrakt des Plasmids pT(+)MV-L4 eine weiter Bande bei ca. 1400 bp 





Fehler während der reversen Transkription, Amplifikation oder Ligation 
auszuschließen. Die verwendeten Primer dieser Analyse sind unter Punkt 2.6.1 
aufgelistet. In der Abbildung 24 dargestellt ist der Sequenzausschnitte des M-Gens 
des Plasmides pT(+)MV-eGFP und pT(+)MV-M4L4 unter Verwendung des Primers 
„MV-M-vor-Ende-s“. Parallel wurden die Mutationen des L-Gens von MV-Isolat 4 in 
den parentalen sowie den pT(+)MV-M4 Hintergrund eingebracht. Dabei unterschied 
sich lediglich das Template der Rückgratherstellung für die folgende Ligation und 
Klonierung. Die Sequenzierung des M-Gens des Plasmids pT(+)MV-L4 entsprach 
dabei der parentalen Sequenz. 
 
Abbildung 24: Darstellung eines Ausschnitts der analysierten Sequenz des 
M-Gens von pT(+)MV-eGFP und pT(+)MV-M4L4. In dem schwarzen Rahmen 
hervorgehoben ist das bei pT(+)MV-M4L4 mutierte Nukleotid Guanin zu Adenin. Der 
Strich markiert das betroffene Codon. Die Sequenzen sind in der Orientierung der 
mRNA angegeben. Die Nukleotide sind im Einbuchstabencode dargestellt. 
Aus der Abbildung 24 ist ersichtlich, dass das parentale Plasmid pT(+)MV-eGFP an 
der markierten Position die Base Guanin trägt, wohingegen pT(+)MV-M4L4 Adenin 
trägt. Die dargestellte Nukleinsäuresequenz wurde, für beide Plasmid ebenfalls durch 
den Primer „MV-M-vor-Ende-as“ bestätigt. In der folgenden Abbildung sind 
exemplarisch die Sequenzen der Mutationen A11116G, A12693G, A13710G und 
G14406A inseriert in pT(+)MV-M4L4, generiert mit den Primern „MV-L-11053-s“, 
„L-NheI-s“, „MV-L-13167-s“ und „MV-L-14169-s“, dargestellt. Identische Daten 







Abbildung 25: Darstellung von Ausschnitten der analysierten Sequenz des 
L-Gens von pT(+)MV-M4L4. In den schwarzen Rahmen hervorgehoben sind die bei 
pT(+)MV-M4L4 mutierten Nukleotide. Die Striche markieren die jeweils betroffenen 
Codons. Angegeben sind die jeweils detektierten Basen sowie die entsprechenden 
Positionen innerhalb des MV-Genoms. Die Sequenzen sind in der Orientierung der 





Die Sequenzierung der Plasmide pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4 ergab, dass 
innerhalb des L-Gens lediglich vier Punktmutationen gegenüber dem 
pT(+)MV323-eGFP vorhanden sind. Die in Abbildung 25 dargestellten 
Chromatogramme zeigen exemplarisch die Nukleotidsubstitutionen des Plasmids 
pT(+)MV-M4L4 (schwarze Rahmen). Für beide Plasmide wurden die gezeigten 
Mutationen durch die Primer „MV-L11374-as“, „MV-L-13783-as“ und „MV-L-14962-as“ 
bestätigt. Es ist an den Nukleotidpositionen 11116, 12693 und 13710 ein Austausch 
von Adenin zu Guanin festzustellen. Die genannten Mutationen bedingen ebenfalls 
einen Austausch der AS bei der Translation. Resultierend ergibt sich aus der 
A11116G-Mutation der Wechsel von Glutamin zu Glycin an Position 628 (E628G). Die 
AS an Position 1154 ändert sich von Isoleucin zu Valin (I1154V) durch die Substitution 
der Base 12693 (A12693G). Gleiches gilt für die AS-Position 1493. Hier wird ebenfalls 
Valin statt Isoleucin (I1493V) translatiert, da das Nukleotid 13710 verändert ist 
(A13710G). Eine weitere eingefügte und bestätigte Mutation des L-Gens und Proteins 
ist durch den Austausch von Guanin zu Adenin an Position 14406 der (G14406A) 
bedingt. Auf Proteinebene ergibt sich daher die Substitution von Valin durch Isoleucin 
an Position 1725 (V1725I).  
 
4.2 Herstellung der rekombinanten Viren aus cDNA 
Für die Beurteilung des Einflusses der beschriebenen Mutationen auf 
Infektionscharakteristika des MV, erfolgte zunächst die Herstellung rekombinanter 
Masernviren aus den zuvor generierten und geprüften Plasmiden. Das parentale Virus 
„MV-IC323“ wurde aus dem Plasmid pT(+)MV323-eGFP, wie unter Punkt 3.3.4 
beschrieben, hergestellt und diente als Kontrolle. In der folgenden Abbildung 26 ist 
schematisch dargestellt, dass die Helferzelllinie HEK-293-3-46, nach erfolgreicher 
Transfektion die viralen Proteine N, P und L sowie das MV-Genom beinhaltet und somit 
die viruseigene Replikation initiiert. Die in diesem Zuge gebildete, sehr geringe Anzahl 
infektiöser Viruspartikel, wird bei Co-Kultivierung mit permissiven Vero/hSLAM-Zellen 
stark erhöht (A). In der mikroskopischen Aufnahme der Kultur (B) lässt sich deutlich 
ein MV-spezifischer CPE (Ausbildung konzentrischer Synzytien) sowie das GFP-
Signal des rekombinanten MV-IC323 erkennen. Analog erfolgte die Herstellung der 





pT(+)MV-F1 und pT(+)MV-M1F1 sowie der Viren „MV-M4“, „MV-L4“ und „MV-M4L4“ 
aus den Plasmiden pT(+)MV-M4, pT(+)MV-L4 und pT(+)MV-M4L4.  
 
Abbildung 26: Schematische (A) und mikroskopische (B) Darstellung der Co-
Kultivierung von HEK-293-3-46- und Vero/hSLAM-Zellen bei der Herstellung des 
MV-IC323 aus dem Plasmid pT(+)MV323-eGFP. Die HEK-Helferzellen exprimieren 
nach erfolgter Transfektion die viralen Proteine N, P und L unter der Kontrolle der 
T7-Polymerase. Ebenso wird durch diese RNA-Polymerase das MV-Antigenom sowie 
MV-Genom (MV-RNA) transkribiert, was die Assemblierung von MV-Partikeln 
ermöglicht. Die Co-Kultivierung beider Zelllinien ermöglicht die effiziente Vermehrung 
infektiöser Partikel, welche ein GFP-Signal und den MV-spezifischen CPE induzieren 
(siehe B: Überlagerung GFP-Signal und Phasenkontrastaufnahme; Maßstab = 
100 µm). 
Nach der erfolgreichen Herstellung der Viren aus den Plasmiden wurden die 
induzierten Mutationen der generierten Klone überprüft. Bei allen Virusklonen wurden 
lediglich die gewünschten Mutationen detektiert, sodass in der Folge die Infektion auf 
permissive Vero/hSLAM-Zellen analysiert werden konnte. Da alle generierten Viren 
das Reporterprotein GFP exprimieren, wurde hierfür die Kongruenz des GFP-Signals 
mit dem MV-spezifischen CPE herangezogen. Als Kontrollen dienten bei diesen 
Versuchen das bereits charakterisierte, parentale Virus MV-IC323 (Hashimoto et al. 
2002). Für diese Untersuchungen wurden Vero/hSLAM-Zellen mit einer MOI von 0,01 
infiziert und 24 h später der Zellrasen mittels Phasenkontrast-Mikroskopie und das 






Abbildung 27: Darstellung des CPE 24 h nach Infektion von Vero/hSLAM-Zellen 
mit MV-IC323 (MOI = 0,01). Pfeil markiert MV-bedingte Synzytien der Zellen. 







Abbildung 28: Darstellung des CPE 24 h nach Infektion von Vero/hSLAM-Zellen 
mit den generierten Punktmutanten (MOI = 0,01). Pfeile markieren MV-bedingte 





Nach der Infektion von Vero/hSLAM-Zellen mit dem parentalen Virus MV-IC323 
zeigten sich Zell-Zell-Fusionen innerhalb des Zellrasens. Des Weiteren ist dieser 
virusbedingte CPE deckungsgleich mit dem ebenfalls detektierten GFP-Signal 
(Abbildung 27, rechts). MOCK-infizierte Zellen hingegen zeigten sowohl keinen 
Integritätsverlust des Zellrasens als auch kein Fluoreszenzsignal. In der Folge sind die 
in gleicher Weise angefertigten Infektionen von Vero/hSLAM-Zellen mit den in dieser 
Arbeit generierten Viren dargestellt (Abbildung 28). Diese Viren induzieren ebenfalls 
einen klaren CPE in den Vero/hSLAM-Zellen. Unterschiedliche Infektionsmuster 
zwischen den Punktmutanten und dem parentalen MV-IC323 sind nicht sichtbar. Auch 
das GFP-Signal ist bei allen Viren auf Synzytien beschränkt. Jedoch ist zu erkennen, 
dass das MV-L4 unter gleichen Infektionsbedingungen, verglichen mit den anderen in 
dieser Arbeit verwendeten Virusstämmen, 24 h nach der Infektion kleinere Synzytien 
induziert. Ebenfalls ist das korrespondierende GFP-Signal schwächer ausgeprägt 
(siehe Abbildung 28, zweite Reihe von unten).  
 
Abbildung 29: Vero/hSLAM-Zellen infiziert mit MV-IC323 und MV-L4 
aufgenommen zu den angegebenen Zeitpunkten. Dargestellt sind Überlagerungen 
des Phasenkontrast und des GFP-Signals. MOI = 0,01; Maßstab = 50 µm; d.p.i.=days 
post infection  
Eine weitere Betrachtung des Infektionsverlaufes zeigte für alle Viren einen sehr 
starken CPE ab zwei Tagen nach der Infektion (engl. days post infektion; d.p.i.), sowie 
einen nahezu vollständig abgelösten Zellrasen nach weiteren zwei Tagen (4 d.p.i.). 





Ebenfalls konnte beobachtet werden, dass MV-L4 ähnlich große Synzytien wie die hier 
verwendeten Viren induziert; dies jedoch 24 h verzögert (Abbildung 29, untere Reihe). 
Für die weitere genauere Charakterisierung des Infektionsverlaufs erfolgte eine 
Quantifizierung der Virusreplikation.  
 
4.3 Charakterisierung der generierten Viren 
4.3.1 Replikation in SLAM-positiven Zellen 
Nachdem bestätigt werden konnte, dass alle in dieser Arbeit generierten Viren einen 
spezifischen zytopathischen Effekt in Vero/hSLAM-Zellen induzieren, erfolgte 
anschließend die quantitative Analyse der Virusreplikation. Hierfür wurden 
Vero/hSLAM-Zellen mit einer MOI von 0,01 infiziert und infektiöse Partikel täglich 
bestimmt (siehe Punkt 3.3.6). Die Ansätze erfolgten in drei biologischen Replikaten. 
 
Abbildung 30: Quantitative Analyse der Replikation von MV-IC323 sowie der 
generierten MV Klone in Vero/hSLAM-Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte von 
Triplikaten mit der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zu dem parentalen 
MV-IC323 sind angezeigt. ✱: p<0,05; ✱✱: p<0,01; ✱✱✱: p<0,001; ✱✱✱✱: p<0,0001; 
FFU = Focus forming unit.  
In der Abbildung 30 ist die Replikation der generierten Virusklone dem parentalen 





zu zwei Tagen nach der Infektion. Die maximale Anzahl infektiöser Partikel fast aller 
Viren wird 3 Tage nach der Infektion gebildet (MV-IC323: 2,6*104±1,0*104 FFU/ml, 
MV-M1: 1,9*104±2,9*103 FFU/ml; MV-F1: 1,1*104±3,2*103 FFU/ml; MV-M1F1: 
2,6*104±5,4*103 FFU/ml; MV-M4 2,9*105±1,9*105 FFU/ml und MV-M4L4 
3,9*105±4,5*104 FFU/ml). Lediglich für das L4-Virus konnten 4 d.p.i. 
(5,4*104±1,2*104 FFU/ml) mehr infektiöse Partikel nachgewiesen werden als 3 d.p.i.  
(2,1*104±5,3*103 FFU/ml). Des Weiteren ist ab diesem Zeitpunkt ein sehr starker CPE 
zu verzeichnen und in der Folge ein deutlicher Rückgang der infektiösen Partikel bis 
zu Tag 5 nach der Infektion. Für das MV-L4 ist diese Abnahme infektiöser Partikel erst 
von 4 zu 5 d.p.i. ersichtlich. Beginnend mit zwei Tagen nach der Infektion zeigt sich im 
täglichen Vergleich eine signifikant erhöhte Replikation des MV-M4 sowie des 
MV-M4L4 gegenüber dem parentalen MV-IC323. Für die MV-M4-Mutante konnte 
dieser Effekt bis einschließlich 4 d.p.i. und für die Mutante MV-M4L4 bis 5 d.p.i. 
nachgewiesen werden. In der Folge wurden die Klone auf Vero-Zellen ohne den SLAM 
Rezeptor charakterisiert.  
4.3.2 Replikation in SLAM- und Nectin-4-negativen Zellen 
Nachdem zuvor bestätigt werden konnte, dass alle generierten Viren, wie auch das 
MV-IC323 in Vero-Zellen, welche den MV-Rezeptor CD150 (SLAM) exprimieren, 
replizieren, erfolgte daraufhin die Infektion von Vero-Zellen, welche keinen Rezeptor 
wildtypischer MV-Stämme exprimieren. Um Aussagen bezüglich eines eventuell 
geänderten Zelltropismus der Punktmutanten treffen zu können, wurde das parentale 
MV-IC323 als Kontrolle mitgeführt. 
 
Abbildung 31: Vero-Zellen infiziert mit MV-IC323. Dargestellt sind Überlagerungen 
des GFP-Signals und Phasenkontrastaufnahmen nach Infektion (MOI=0,01) zu den 
angegebenen Zeitpunkten. Maßstab = 20 µm. 
Wie aus der Abbildung 31 ersichtlich ist, konnte nach der Infektion von SLAM-





Zu bemerken ist, dass die Anzahl dieser Zellen über den Infektionsverlauf nur in sehr 
geringem Maße zunimmt und ebenso keine Synzytien detektiert werden konnten. 
Analog erfolgten diese Untersuchungen für die in dieser Arbeit generierten 
Punktmutanten des parentalen MV-IC323. Es konnte festgestellt werden, dass alle 
verwendeten Viren in diesen SLAM- und Nectin-4-negativen Zellen einen deutlich 
verminderten CPE verglichen mit Vero/hSLAM-Zellen verursachen.  
 
Abbildung 32: Vero-Zellen infiziert mit MV-M1, MV-F1 und MV-M1F1, jeweils zwei 
und vier Tage nach der Infektion. Dargestellt sind Überlagerungen des GFP-Signals 
und der Phasenkontrastaufnahme nach Infektion mit einer MOI von 0,01. Maßstab = 
20 µm. 
Aus der Abbildung 32 wird ersichtlich, dass alle dargestellten Viren zwei Tage nach 
der Infektion das Vorkommen weniger GFP-positiver Zellen bedingen. Nach der 
weiteren Inkubation für 48 h sind nach Infektion mit MV-M1 deutlich mehr GFP-positive 
Zellen zu erkennen, welche sich ausgehend von einem initialen Fokus vermehrten. Die 
Ausbildung von MV-spezifischen Synzytien konnte jedoch nicht detektiert werden. Die 
Infektion der SLAM-negativen Vero-Zellen mit der MV-F1-Mutante bedingt hingegen 
4 d.p.i. die Ausbildung von Zell-Zell-Fusionen – separate einzeln infizierte Zellen 
konnten nach dieser Inkubationszeit nicht mehr beobachtet werden. Die Infektion 
dieser Zelllinie mit MV-M1F1 zeigte nach 96 h Inkubation einzelne GFP-positive Zellen 
sowie, im Vergleich zu MV-F1, kleinere Synzytien. Für alle in der oberen Abbildung 
gezeigten Viren konnte im Gegensatz zu dem parentalen MV-IC323 eine Zunahme 






Abbildung 33: Vero-Zellen infiziert mit MV-M4, MV-L4 und MV-M4L4, jeweils zwei 
und vier Tage nach der Infektion. Dargestellt sind Überlagerungen des GFP-Signals 
und der Phasenkontrastaufnahme nach Infektion mit einer MOI von 0,01. Maßstab = 
20 µm. 
In der Abbildung 33 ist die Infektion von Vero-Zellen mit den Mutanten MV-M4, MV-L4 
und MV-M4L4 zu zwei Zeitpunkten dargestellt. Zu erkennen ist, dass 2 d.p.i. wenige, 
einzelne Zellen GFP-positiv sind. Eine deutliche Erhöhung dieser fluoreszierenden 
Zellen ist nach der Infektion mit MV-L4 auch in dem weiteren Verlauf nicht ersichtlich. 
Jedoch, konnte nach Infektion der SLAM- und Nectin-4-negativen Zellen mit den 
Mutanten MV-M4 und MV-M4L4 eine Zunahme GFP-positiver Zellen ab 2 d.p.i 
festgestellt werden. Eine Ausbildung von Synzytien wurde hingegen nicht detektiert.  
Für eine weitere Untersuchung des Infektionsgeschehens in Vero-Zellen, erfolgte eine 
Immunfluoreszenzfärbung der Zellen fünf Tage nach der Infektion. Hierbei wurde 
festgestellt, dass GFP-positive Zellen bei allen verwendeten Viren ebenso positiv für 
das MV-N-Protein waren. Des Weiteren konnte hier bestätigt werden, dass lediglich 
die Viren MV-F1 und MV-M1F1 Synzytienbildung in dieser Zelllinie initiieren, 
wohingegen eine Vielzahlen von Zellen fünf Tage nach Infektion mit MV-M4 und 
MV-M4L4 für das virale Nukleoprotein positiv ist, ohne dass fusionierte Zellen 
detektiert werden konnten. Exemplarisch sind in der Abbildung 34 die Mutanten 
MV-M1F1 und MV-M4L4 dem parentalen MV-IC323 gegenübergestellt. Es wird 
deutlich, dass nach Infektion mit MV-IC323 wenige Zellen ein GFP-Signal und 
Expression des viralen Nukleoproteins zeigten. Klar zu erkennen, ist die Ausbildung 





32 noch weniger deutlich war. Auch fünf Tage nach der Infektion mit MV-M4L4 konnte 
keine Zell-Zell-Fusion detektiert werden. Es wird jedoch deutlich, dass in allen GFP-
positiven Zellen das virale Nukleoprotein nachgewiesen wurde. Des Weiteren ist eine 
gleichmäßige Verteilung des N-Proteins ersichtlich. 
 
Abbildung 34: Immunfluoreszenzaufnahmen von Vero-Zellen fünf Tage nach 
Infektion (MOI=0,01) mit MV-IC323, MV-M1F1 und MV-M4L4. Dargestellt ist das 
virusinduzierte GFP-Signal (linke Spalte), der Nachweis des viralen Nukleoproteins (N) 
mit dem monoklonalen Mausantikörper F227 und einem AlexaFluor 546 
Sekundärantikörper (mittlere Spalte) sowie die Überlagerung beider Signale mit einer 
zusätzlichen Zellkerngegenfärbung mit DAPI (rechte Spalte). Maßstab = 20 µm.  
Nach der Verifizierung verschiedener Infektionscharakteristika in Abhängigkeit der 
eingefügten Punktmutation in das parentale MV-IC323 wurde die virale Replikation 
quantifiziert. Hierfür erfolgte die Infektion SLAM- und Nectin-4-negativer Vero-Zellen 
mit einer MOI von 0,01 und die weitere Bearbeitung wie unter Punkt 3.3.6 beschrieben. 
Analysiert wurde der Titer einen bis fünf Tage nach der Infektion, wobei die Titration 
auf Vero/hSLAM-Zellen erfolgte. In der folgenden Abbildung 35 ist die Quantifizierung 






Abbildung 35: Quantitative Analyse des Replikationsverhaltens der generierten 
Virusklone sowie des parentalen MV-IC323 in Vero-Zellen. Die Infektion erfolgte 
mit einer MOI von 0,01 und die Titration auf Vero/hSLAM-Zellen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und die Standardabweichung von Triplikaten. Signifikante Unterschiede zu 
dem parentalen MV-IC323 sind angezeigt. ✱: p<0,05; ✱✱: p<0,01; ✱✱✱: p<0,001; 
✱✱✱✱: p<0,0001; FFU = Focus forming unit. 
Aus der Abbildung 35 ist ersichtlich, dass für nahezu alle in dieser Arbeit generierten 
Viren eine Zunahme der MV-Partikel ab 2 bis 5 d.p.i. festgestellt werden konnte. 
Jedoch wurde nach Infektion mit MV-IC323 erst ab 2 d.p.i. und für MV-L4 ab 3 d.p.i. 
infektiöse Viruspartikel detektiert. In den drei durchgeführten biologischen Replikaten 
wurden für das MV-L4 drei Tage nach Infektion im Durchschnitt 1,667±2,887 FFU/ml, 
4 d.p.i. wurden 3,333±2,887 FFU/ml und 5 d.p.i. wurden 5,0±0 FFU/ml nachgewiesen. 
In der gleichen Größenordnung befanden sich die isolierten Partikel aus Vero-Zellen 
nach Infektion mit dem parentalen MV-IC323. Jedoch war hier eine Abnahme der 
infektiösen Partikel von 4 zu 5 d.p.i ersichtlich. Ein Vergleich der übrigen 
Punktmutanten zeigte hingegen eine Zunahme der gebildeten infektiösen Partikel über 
den gesamten Zeitverlauf. So konnten nach Infektion mit MV-M1 96,67±42,5 FFU/ml, 
mit MV-F1 28,33±27,5 FFU/ml und mit MV-M1F1 56,67±38,18 FFU/ml fünf Tage nach 
der Infektion detektiert werden. Wie in der Abbildung 35 dargestellt ist, vermehrten sich 
die MV-M4 und MV-M4L4 Viren ab zwei Tagen nach der Infektion signifikant gesteigert 





Tage nach Infektion mit MV-M4 (633,33±404,15 FFU/ml) und MV-M4L4 
(588,33±271,86 FFU/ml) signifikant mehr infektiöse Viruspartikel – trotz der 
Vermehrung in Abwesenheit von der typischen Synzytienbildung, welche in der 
Abbildung 32 sowie Abbildung 33 dargestellt ist – isoliert wurden. Deutliche 
Unterschiede sind ebenfalls bei einem Vergleich der Replikation in SLAM-positiven 
und SLAM-negativen Zellen sichtbar. Zum einen wird der höchst gemessene Titer in 
erster Zelllinie 3 d.p.i (außer für MV-L4, da 4 d.p.i.) und in der letztgenannten 5 d.p.i 
(außer MV-IC323, da 4 d.p.i.) erreicht. Des Weiteren ist der maximale Titer für alle 
Viren in den Vero/hSLAM-Zellen etwa um den Faktor 1000 höher. Eine Ausnahme 
stellt jedoch das MV-L4 dar, hier ist der Titer in Anwesenheit des SLAM-Rezeptors 
etwa um das 10.000-fache höher. 
 
4.4 Untersuchung der Neurovirulenz der MV-Klone 
Welchen Einfluss die eingefügten Punktmutationen auf den Neurotropismus der 
entsprechenden Viren haben, wurde mittels des Gehirnschnitt-Modells untersucht. 
Hierfür erfolgte eine Präparation der Gehirne von zwei Tage alten Lewis-Ratten. Der 
verwendete Inzucht-Rattenstamm stellt ein etabliertes Tiermodell für die Untersuchung 
induzierter Masernenzephalitiden dar (Liebert und ter Meulen 1987). Anschließend 
wurden diese Gehirne, wie unter Punkt 3.4.2 beschrieben, geschnitten und kultiviert. 
Innerhalb von zwei Tagen nach der Anfertigung der Schnitte wurden diese aufgrund 
von Narbenbildung intransparent. Diese verschwand jedoch bei der weiteren 
Kultivierung nach etwa 12 Tagen. Die Schnitte wurden täglich optisch auf Abklingen 
der opaken Areale sowie deren damit einhergehenden Vitalitätszustand untersucht. In 
der nachfolgenden Abbildung 36 sind exemplarisch drei verschiedene Gehirnschnitte 
(Spalten) dargestellt. Diese wurden 14 Tage kultiviert und anschließend die Vitalität 
untersucht. Sowohl bei jenem in der linken als auch in der mittleren Spalte sind 
weißliche Stellen, wie sie ebenfalls nach zwei Tagen in Kultur sichtbar waren, klar zu 
erkennen. Daher wurden diese Schnitte und ein Schnitt, welcher im Laufe der 
Kultivierung wieder nahezu transparent wurde (rechte Spalte), genutzt, um diese 






Abbildung 36: Beurteilung der Vitalität von Gehirnschnitten nach 34 Tagen in 
Kultur. Dargestellt sind Fotographien von drei verschiedenen Gehirnschnitten (A-C). 
Zusätzlich wurden diese mittels eines Mikroskops im Hellfeld (2. Reihe) und unter 
Fluoreszenzbedingungen aufgenommen (3. sowie 4. Reihe). Zu beachten ist, dass 
lediglich ein Schnitt (C) mit H2O2 inkubiert und anschließend erneut mit Propidiumiodid 
(PI) gefärbt wurde. Weiße Linien beschreiben den Umriss des Gehirnschnitts, falls 
dieser nicht zu erkennen ist. Maßstab = 2000 µm 
In der Abbildung 36 ist die Untersuchung der Vitalität von angefertigten 
Gehirnschnitten dargestellt. Der hierin in der linken Spalte gezeigte Schnitt (A) ist 
nahezu undurchsichtig (erste Reihe). Lediglich zentrale Bereiche erscheinen 
transparent. Diese Verteilung wurde ebenfalls in der Hellfeldmikroskopie festgestellt. 
Nach der PI-Färbung ist daher in lateralen Arealen ein starkes Fluoreszenzsignal 
sichtbar, wohingegen der zentrale Bereich PI-negativ ist. Ein weiterer Schnitt (B) ist 
fast vollständig durchsichtig, zeigt jedoch ventral eine deutliche Intransparenz, welche 
ebenfalls in der Lichtmikroskopie dunkel erscheint. Nach der PI-Färbung ist dieses 





Fluoreszenzsignal (3.Reihe, Umriss des Schnitts als weiße Linie dargestellt). Der in 
der rechten Spalte (C) dargestellte Schnitt zeigt lediglich eine sehr geringe weißliche 
Verfärbung. In der Lichtmikroskopie sind leicht dunklere Areale sichtbar, jedoch klar 
heller im Vergleich zu den übrigen Schnitten. Nach der Färbung mit PI wurde kein 
Fluoreszenzsignal detektiert (3. Reihe). Für eine abschließende Verifizierung der 
Färbung wurde diesem Schnitt frisches Nährmedium mit 0,15 % H2O2 zugeführt. Nach 
Inkubation für 3 h erfolgte eine erneute PI-Färbung. Hierauf ist zu erkennen, dass der 
vollständige Schnitt eine starke Fluoreszenz aufweist (4. Reihe). Demnach konnte 
gezeigt werden, dass die Beurteilung der Gehirnschnitte auf Basis von 
Intransparenzen, Verfärbungen und Schwellungen für die Verwendung in den hier 
durchgeführten Experimenten möglich war. Für die im Weiteren gezeigten Versuche 
wurden lediglich die Schnitte verwendet, welche nach einer Kultivierung von 15 Tagen 
keine opaken Areale mehr aufwiesen.  
In der Folge sollte nun der Einfluss der in Tabelle 11 dargestellten Punktmutationen 
auf den Neurotropismus des MV untersucht werden. Es wurden 10 Tiere eines Wurfes 
für die Anfertigung von Gehirnschnitt-Kulturen verwendet. Nach 15 Tagen in Kultur 
wurden die Schnitte optisch bewertet und lediglich zu diesem Zeitpunkt transparente 
Gewebekulturen für die weiteren Versuche verwendet. Somit konnten, für jedes zu 
untersuchende Virus sechs Präparate generiert werden. Es folgte die Infektion der 
Gehirnschnitte mit den in dieser Arbeit generierten Punktmutanten sowie dem 
parentalen MV-IC323 wie unter Punkt 3.4.4 beschrieben. Die infizierten Schnitte 
wurden 7, 14, 21 und 28 Tage nach der Infektion an einem Fluoreszenzmikroskop 
analysiert und quantitativ bewertet. Nach 28 Tagen erfolgte eine weitere Bearbeitung 
wie unter den Punkten 3.4.5 und 3.4.6 beschrieben. Nachfolgend sind die Ergebnisse 
dieser Infektionen dargestellt. Hervorzuheben ist, dass in der weiteren Kultivierung 
kein Absterben der Schnitte, in Form der in Abbildung 36 dargestellten weißlichen 
Areale, festgestellt wurde. Die Lokalisation der GFP-positiven Zellen wurde mit „The 
Rat Brain – in stereotaxic coordinates“ (Paxinos und Watson 1998) und dem „Scalable 
Brain Atlas“ (Papp et al. 2014, Bakker et al. 2015) durchgeführt. In der folgenden 
Abbildung 37 ist exemplarisch dargestellt, welche Areale auf den jeweiligen 
Gehirnschnitten detektiert werden konnten. Zu beachten ist, dass die als Referenzen 
verwendeten Magnetresonanztomographie-Aufnahmen von einem 80 Tage alten 






Abbildung 37: Bestimmung der Hirnareale generierter Gehirnschnitte. Dies 
erfolgte durch den Vergleich von Phasenkontrastaufnahmen (links) mit dem „Scalable 
Brain Atlas“ (Papp et al. 2014, Bakker et al. 2015). Die römischen Ziffern I bis VI 
bezeichnen die Lage der Schnitte von rostral nach kaudal. Referenzen des Gehirnatlas 
sind Magnetresonanztomographie-Aufnahmen, welche bzgl. ihrer Lage zum Bregma 
an folgenden Positionen erstellt wurden: I = 2,62 mm anterior, II = 1,99 mm anterior, 
III = 0,74 mm anterior, IV = 0,12 mm anterior, V = 1,45 mm posterior, VI = 2,7 mm 
posterior. 
 
4.4.1 Infektion von Slice-Kulturen mit MV-IC323 
Sieben Tage nach der Infektion waren bei allen mit MV-IC323 infizierten Slices 
einzelne GFP-positive Zellen sichtbar. Es konnten an den Schnitten zwischen einer 
positiven bis zu fünf positiven Zellen gezählt werden. Nach 14 Tagen war bei einem 
Schnitt keine fluoreszierende Zelle (7 d.p.i. waren es drei Zellen) mehr sichtbar. 
Während der weiteren Kultivierung bis zu 28 d.p.i. wurde bei diesem Schnitt auch keine 
GFP-positive Zelle detektiert. In den verbleibenden Schnitten waren bis zu 28 d.p.i. 
jeweils einzelne GFP-positive Zellen sichtbar. In zwei Schnitten wurden 14 d.p.i. 
fluoreszierende Zellen gefunden, welche nach weiteren 7 Tagen verschwunden waren. 





werden. Die detektierten Fluoreszenzen traten in Arealen des Striatums, des 
Neocortex, des basalen Prosencephalons und des Hypothalamus auf. In der folgenden 
Abbildung ist exemplarisch eine GFP-positive Zelle dargestellt. 
 
Abbildung 38: Darstellung einer detektierten GFP-positiven Zellen nach Infektion 
des Gehirnschnitts mit MV-IC323. Eine Übersicht (links) des Gehirnschnitts mit der 
entsprechend gekennzeichneten Position (Rahmen), an welcher die GFP-positive 
Zelle (rechts) detektiert wurde. Der grüne Stern kennzeichnet eine Stelle an welcher 
lediglich 7 und 14 d.p.i. drei bzw. zwei GFP-positive Zellen detektiert werden konnten. 
Maßstab stellt 2000 µm in der Übersicht und 100 µm in den Vergrößerungen dar. 
Die in der Abbildung 38 dargestellte GFP-positive Zelle konnte bereits ab 7 d.p.i. 
beobachtet werden. Jedoch war bis einschließlich 14 d.p.i. das GFP-Signal so 
schwach, dass keine Aufnahmen erfolgen konnten. Aufgrund der Ebene des Gehirns, 
aus welcher der Schnitt hergestellt wurde, lässt sich vermuten, dass die gezeigte Zelle 
innerhalb des basalen Vorderhirns liegt. Die in der Abbildung mit dem grünen Stern 
markierte Stelle innerhalb des Striatums bezeichnet GPF-positive Zellen, die lediglich 
7 d.p.i. (3 Zellen) und 14 d.p.i. (2 der 3 Zellen) sichtbar waren. Nach der Termination 
der Infektionsperiode von 28 Tagen schloss sich eine Immunfluoreszenzfärbung 






Abbildung 39: Nachweis des viralen Nukleoproteins innerhalb des basalen 
Vorderhirns eines Gehirnschnitts infiziert mit MV-IC323. Nach der 
Formalinfixierung des Gehirnschnitts wurde das N-Protein des MV mittels des 
monoklonalen Antikörpers „F227“ detektiert. Die Markierung erfolgte mit dem 
Sekundärantikörper AlexaFluor 546 (Mitte). Eine Gegenfärbung der Zellkerne wurde 
mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die Überlagerung des GFP-Signals (links) und der 
Antikörperfärbung dargestellt. Die Aufnahmen erfolgten mittels eines Laser-Scanning 
Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
Nach der temporären Betrachtung des GFP-Signals konnte mittels der 
Immunfluoreszenzfärbung des MV-Nukleoproteins eine Übereinstimmung beider 
Signale festgestellt werden. Exemplarisch ist eine doppelt positive Zelle des basalen 
Vorderhirns dargestellt (Abbildung 39). Demnach sind nach der Infektion von 
Gehirnschnitten mit dem parentalen MV-IC323 nur wenige Zellen GFP-positiv, jedoch 
konnte bei diesen ebenfalls das Nukeoprotein des MV detektiert werden. Die 
Verteilung beider Proteine war hier sowohl im Soma, als auch Perlschnur-artig entlang 
der Dendriten zu beobachten. 
4.4.2 Infektion von Slice-Kulturen mit MV-M1 
In Folge der Infektion der Gehirnschnitte mit der Virusmutante MV-M1 wurden 7 Tage 
später bei allen Slices GFP-positive Zellen detektiert. Bei fünf von insgesamt sechs mit 
MV-M1 infizierten Schnitten wurde im weiteren Verlauf eine Abnahme GFP-positiver 
Zellen beobachtet. Sodass ein Schnitt ab 14 d.p.i. vollständig negativ und ein weiterer 
ab 21 Tagen nach der Infektion vollständig negativ war. In drei Schnitten waren 
einzelne GFP-positive Zellen bis 28 d.p.i. zu erkennen. Diese Signale wurden in 
Arealen des Neocortex und des basalen Vorderhirns detektiert. Bei dem sechsten 
Schnitt konnte eine Zunahme der grün fluoreszierenden Zellen beobachtet werden. 






Abbildung 40: Darstellung eines mit MV-M1 infizierten Gehirnschnitts. Die 
Rahmen kennzeichnen die Regionen von welchen die Vergrößerungen als 
Fluoreszenzaufnahmen dargestellt sind. Der grüne Stern markiert eine von 7 bis 28 
d.p.i. detektierte GFP-positive Zelle. Maßstab stellt 2000 µm in der Übersicht bzw. 
200 µm und 100 µm in den Vergrößerungen dar. 
In der Abbildung 40 ist der einzige mit MV-M1 infizierte Schnitt dargestellt, bei dem 
eine Zunahme der GFP-positiven Zellen sichtbar war. Bereits 7 d.p.i waren einzelne 
positive Zellen zu erkennen. Jedoch deutlicher ab 14 Tagen nach Ausbreitung der 
Infektion in den Bereich des Hypothalamus. Ebenso wurde festgestellt, dass eine 
Ausbreitung der GFP-positiven Zellen von 14 zu 21 und 21 zu 28 d.p.i. stattfand. 
Hierauf sind vereinzelte GFP-positive Zellen ab 21 d.p.i. im Thalamus sichtbar. Eine 
weitere GFP-positive Zelle konnte innerhalb des Neocortex über den vollständigen 
Zeitraum detektiert werden (grüner Stern). Ersichtlich ist ebenfalls, dass trotz einer 
Zunahme der GFP-positiven Zellen diese auch 28 d.p.i. optisch noch deutlich 
voneinander zu differenzieren sind. In der sich anschließenden 






Abbildung 41: Nachweis des viralen Nukleoproteins im Striatum eines 
Gehirnschnitts infiziert mit MV-M1. Nach der Formalinfixierung des Gehirnschnitts 
wurde das N-Protein des MV mittels des monoklonalen Antikörpers „F227“ detektiert. 
Die Markierung erfolgte mit dem Sekundärantikörper AlexaFluor 546 (Mitte). Eine 
Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die 
Überlagerung des GFP-Signals (links) und der Antikörperfärbung dargestellt. Die 
Aufnahmen erfolgten mittels eines Laser-Scanning Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
Der Nachweis des MV-N-Proteins in einem mit MV-M1 infizierten Gehirnschnitt zeigte, 
eine Überlagerung von GFP- und MV-N-positiven Strukturen (Abbildung 41). 
Dargestellt ist eine infizierte Zelle innerhalb des Striatums mit neuronaler Struktur, 
deren Soma stark positiv für beide Proteine ist (Pfeil). Ebenso ist eine Kongruenz 
beider Signale entlang der Zellfortsätze ersichtlich.  
4.4.3 Infektion von Slice-Kulturen mit MV-F1 
Die Infektion der Gehirnschnitte mit der Virusmutante MV-F1 zeigte nach sieben Tagen 
in allen Präparaten GFP-positive Zellen. Lokalisiert waren diese Zellen innerhalb des 
Neocortex, des basalen Vorderhirns, des Striatums, des Hypothalamus und des 
Thalamus. Im weiteren Verlauf der Kultivierung war eine Zunahme der positiven 
Zellen, ausgehend von diesen initialen Fokussen, ersichtlich. Bei keinem der Schnitte 
konnte eine Abnahme des GFP-Signals detektiert werden. Zudem wurde festgestellt, 
dass trotz der starken Ausbreitung der Fluoreszenz einzelne Zellen zu erkennen 







Abbildung 42: Darstellung eines Gehirnschnitts infiziert mit MV-F1. Das 
Fluoreszenzsignal wurde zu den angegebenen Zeitpunkten an der markierten Stelle 
(Rahmen) aufgenommen. In der Übersicht (oben rechts) sind die Stellen markiert an 
welchen 7 d.p.i. GFP-positive Zellen sichtbar waren (Sterne). Ebenso ist die 
Ausbreitung dieser Signale bis zu 28 d.p.i. in den grünen Feldern dargestellt. Maßstab 
stellt 2000 µm in der Übersicht und 100 µm in den Vergrößerungen dar. 
Der in der Abbildung 42 gezeigte Gehirnschnitt wies 7 Tage nach der Infektion mehrere 
Areale mit GFP-positiven Zellen auf (grüne Sterne). Ausgehend von diesen Zellen 
nahm die Anzahl der fluoreszierenden Zellen im weiteren Verlauf deutlich zu, sodass 
28 d.p.i. große Areale mit einzeln abgrenzbaren Zellen GFP-positiv waren (grüne 
Felder). Diese Areale umfassen Teile des Neocortex, des basalen Vorderhirns, des 
Hypothalamus und des Thalamus. Innerhalb des hervorgehobenen Bereiches 
(Rahmen) ist dargestellt, wie sich das GFP-Signal nach der initialen Lokalisation in 
dem Hypothalamus ausbreitet. Für eine weitere Analyse erfolgte 28 d.p.i. die Fixierung 
des Gehirnschnitts und anschließend der Nachweis des viralen Nukleoproteins 






Abbildung 43: Nachweis des viralen Nukleoproteins im basalen Vorderhirn eines 
Gehirnschnitts infiziert mit MV-F1. Nach der Formalinfixierung des Gehirnschnitts 
wurde das N-Protein des MV mittels des monoklonalen Antikörpers „F227“ detektiert. 
Die Markierung erfolgte mit dem Sekundärantikörper AlexaFluor 546 (Mitte). Eine 
Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die 
Überlagerung des GFP-Signals (links) und der Antikörperfärbung dargestellt. Die 
Aufnahmen erfolgten mittels eines Laser-Scanning Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
Mittels eines monoklonalen Antikörpers konnte das N-Protein des MV innerhalb der 
GFP-positiven Zellen detektiert werden (Abbildung 43). Die Überlagerung beider 
Signale ist hierbei in den Zellkörpern besonders deutlich. Jedoch sind ebenfalls 
Akkumulationen des viralen N-Proteins und des GFP innerhalb der Fortsätze sichtbar. 
4.4.4 Infektion von Slice-Kulturen mit MV-M1F1 
Die Infektion von Gehirnschnitten mit der in dieser Arbeit generierten Virusmutante 
MV-M1F1 zeigte, dass lediglich bei vier der sechs Schnitte 7 Tage nach der Infektion 
GFP-positive Zellen detektiert werden konnten. In den zwei GFP-negativen 
Präparaten, wurde ebenso in der weiteren Kultivierungsphase kein Signal detektiert. 
Jedoch wurde bei den verbleibenden Schnitten eine starke Zunahme GFP-positiver 
Zellen verzeichnet. So konnten 7 d.p.i. noch einzelne grün-fluoreszierende Zellen 
identifiziert werden, das Signal nahm im weiteren Verlauf so stark zu, dass eine 
Differenzierung einzelner Zellen bereits ab 14 d.p.i. kaum noch möglich war. Initial 
wurden positive Zellen in Bereichen des Striatum, des Neocortex und des 
Hypothalamus detektiert. In der Folge konnte eine Verbreitung des GFP-Signals 






Abbildung 44: Darstellung eines mit MV-M1F1 infizierten Gehirnschnitts. In die 
Übersicht (oben links) eingefügten Rahmen kennzeichnen Areale von welchen die 
gezeigten Fluoreszenzbilder aufgenommen wurden. Grüne Sterne bezeichnen 
Positionen an welchen bereits 7 d.p.i. GFP-positive Zellen sichtbar waren. Der rote 
Stern hingegen kennzeichnet einen GFP-Fokus der erst ab 14 d.p.i. sichtbar war. Die 
grünen Areale zeigen, auf welche Fläche sich bei 28 d.p.i. das GFP-Signal erweitert 
hatte. Maßstab stellt 2000 µm in der Übersicht bzw. 500 µm und 100 µm in den 
Vergrößerungen dar. 
In der Abbildung 44 ist exemplarisch ein Gehirnschnitt infiziert mit MV-M1F1 
dargestellt. In den Rahmen sind die jeweiligen Stellen hervorgehoben, von welchen 
die Fluoreszenzaufnahmen gezeigt sind. Bereits 7 Tage nach der Infektion konnten in 
Bereichen des Neocortex und des Hypothalamus GFP-positive Zellen detektiert 
werden (grüne Sterne). Ab 14 d.p.i. wurde eine laterale Ausbreitung des GFP-Signals 
sowie eine Ausbreitung in den Thalamus verzeichnet, welche nach weiteren sieben 
Tagen sehr deutlich wurde und ebenfalls dargestellt ist. Eine fortschreitende 





zu 28 d.p.i. ersichtlich. Ein weiterer GFP-Fokus innerhalb des Neocortex konnte 
beginnend mit 14 Tagen nach der Infektion detektiert werden (roter Stern). In der Folge 
nahm die Zahl GFP-positiver Zellen innerhalb des markierten Bereichs deutlich zu. In 
dem Vergleich zu Infektionen mit MV-M1 und MV-F1 wurde festgestellt, dass eine klare 
Abgrenzung der GFP-positiven Zellen zueinander – nach Infektion mit MV-M1F1 – 
nicht möglich war. 
 
Abbildung 45: Nachweis des viralen Nukleoproteins innerhalb des Neocortex 
eines Gehirnschnitts infiziert mit MV-M1F1. Nach der Formalinfixierung des 
Gehirnschnitts wurde das N-Protein des MV mittels des monoklonalen Antikörpers 
„F227“ detektiert. Die Markierung erfolgte mit dem Sekundärantikörper AlexaFluor 546 
(Mitte). Eine Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die 
Überlagerung des GFP-Signals (links) und der Antikörperfärbung dargestellt. Die 
Aufnahmen erfolgten mittels eines Laser-Scanning Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
Die Immunfluoreszenzmarkierung des viralen Nukleoproteins nach Infektion von 
Gehirnschnitten mit MV-M1F1 zeigte, eine Deckungsgleichheit mit dem GFP-Signal 
(Abbildung 45). In den dargestellten Bereichen des Neocortex ist eine besonders 
starke Akkumulation des N-Proteins in den Soma sichtbar, welche ebenso mit dem 
GFP-Signal korrespondiert. 
4.4.5  Infektion von Slice-Kulturen mit MV-M4 
Sieben Tage nach der Infektion der Gehirnschnitte mit der Virusmutante MV-M4 
wurden bei allen Präparaten einzelne GFP-positive Zellen in Bereichen des Neocortex 
und des basalen Vorderhirns detektiert. Bei einem Schnitt konnte eine GFP-positive 
Zelle innerhalb des Thalamus von 7 bis 28 d.p.i. detektiert werden. Generell war in der 
weiteren Kultivierung eine Abnahme positiver Zellen in allen Gehirnschnitten zu 
verzeichnen, sodass ein Schnitt bereits 14 d.p.i. keine grüne Fluoreszenz mehr zeigte. 
In den verbleibenden Präparaten konnten jedoch auch 28 d.p.i. noch eine bis sieben 






Abbildung 46: Darstellung eine Gehirnschnitts infiziert mit MV-M4. Gezeigt sind 
Fluoreszenzaufnahmen der angegebenen Positionen (Rahmen) zu den jeweils 
genannten Zeitpunkten. Die 7 d.p.i. dargestellte Zelle war bereits 14 d.p.i. nicht mehr 
GFP-positiv. Wohingegen die 28 d.p.i. dargestellten Zellen ab sieben Tagen nach der 
Infektion detektiert wurden. Maßstab stellt 2000 µm in der Übersicht und 100 µm in 
den Vergrößerungen dar. 
In der Abbildung 46 ist ein mit MV-M4 infizierter Gehirnschnitt mit zwei 
Fluoreszenzaufnahmen der angegebenen Tage dargestellt. Sieben Tage nach der 
Infektion konnten an beiden angegeben Positionen GFP-positive Zellen detektiert 
werden. Das GFP-Signal der rechts dargestellten Zellen änderte sich während der 
Kultivierung nicht. Jedoch konnte die links gezeigte GFP-positive Zelle lediglich 7 d.p.i. 
detektiert werden. In der weiteren Kultivierungsphase war ebenfalls in diesem Areal 
des Neocortex keine weitere grün-fluoreszierende Zelle sichtbar.  
 
Abbildung 47: Nachweis des viralen Nukleoproteins im basalen Vorderhirn eines 
Gehirnschnitts infiziert mit MV-M4. Nach der Formalinfixierung des Gehirnschnitts 
wurde das N-Protein des MV mittels des monoklonalen Antikörpers „F227“ detektiert. 
Die Markierung erfolgte mit dem Sekundärantikörper AlexaFluor 546 (Mitte). Eine 
Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die 
Überlagerung des GFP-Signals (links) und der Antikörperfärbung dargestellt. Die 
Aufnahmen erfolgten mittels eines Laser-Scanning Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
Mittels der Immunfluoreszenzmarkierung des viralen N-Proteins, konnte auch nach 
Infektion von Gehirnschnitten mit MV-M4 eine Kongruenz mit dem GFP festgestellt 





gleichmäßige intrazelluläre Verteilung des GFP. Das N-Protein des MV ist besonders 
stark perinukleär assoziiert. Eine Perlschnur-artige Verteilung entlang der Dendriten 
ist ebenso zu erkennen. 
4.4.6 Infektion von Slice-Kulturen mit MV-L4 
Nach der Infektion von Gehirnschnitten mit der Virusmutante MV-L4 konnten 7 d.p.i. 
bei vier Präparaten GFP-positive Zellen innerhalb des Neocortex nachgewiesen 
werden. Ab 21 Tagen nach der Infektion wurde in lediglich zwei Schnitten noch jeweils 
eine GFP-positive Zelle detektiert. Diese konnten ebenso nach weiteren sieben Tagen 
identifiziert werden.  
 
Abbildung 48: Darstellung einer GFP-positiven Zelle nach Infektion eines 
Gehirnschnitts mit MV-L4. Gezeigt ist eine fluoreszierende Zelle, welche an der 
markierten Position (Rahmen) detektiert wurde. Diese Zelle war von 7 bis 28 d.p.i. 
GFP-positiv. Maßstab stellt 2000 µm in der Übersicht und 100 µm in der Vergrößerung 
dar. 
Die in der Abbildung 48 dargestellte GFP-positive Zelle wurde nach Infektion eines 
Gehirnschnitts mit MV-L4 innerhalb des Neocortex detektiert. Die gezeigte Aufnahme 
stellt diese Zelle 7 Tage nach der Infektion dar. Im Verlauf der Kultivierung kam es zu 
keiner Änderung des Fluoreszenzsignals, sodass diese Zelle ebenfalls 28 d.p.i. noch 






Abbildung 49: Nachweis des viralen Nukleoproteins im Neokortex eines 
Gehirnschnitts infiziert mit MV-L4. Nach der Formalinfixierung des Gehirnschnitts 
wurde das N-Protein des MV mittels des monoklonalen Antikörpers „F227“ detektiert. 
Die Markierung erfolgte mit dem Sekundärantikörper AlexaFluor 546 (Mitte). Eine 
Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die 
Überlagerung des GFP-Signals (links) und der Antikörperfärbung dargestellt. Die 
Aufnahmen erfolgten mittels eines Laser-Scanning Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
Wie bereits oben beschrieben waren lediglich sehr wenige neuronale Zellen nach der 
Infektion mit MV-L4 GFP-positiv. In der Immunfluoreszenz-Färbung konnte eine 
Übereinstimmung dieses Signals mit dem viralen Nukleoprotein detektiert werden 
(Abbildung 49). 
4.4.7 Infektion von Slice-Kulturen mit MV-M4L4 
In der Folge der Infektion von Gehirnschnitten mit der Virusmutante MV-M4L4 wurden 
7 d.p.i. bei allen Präparaten GFP-positive Zellen detektiert. Diese waren sehr 
vereinzelt und in Arealen des Neocortex und Hypothalamus sichtbar. Bereits 14 Tage 
nach der Infektion war eine Reduktion der fluoreszierenden Zellen ersichtlich, sodass 
28 d.p.i. in jedem der sechs Schnitte lediglich ein oder zwei GFP-positive Zellen 






Abbildung 50: Darstellung eine Gehirnschnitts infiziert mit MV-M4L4. In der 
Übersicht hervorgehoben (Rahmen) ist ein Areal, in welchem eine GFP-positive Zelle 
detektiert wurde. Der grüne Stern markiert eine Position an der lediglich 7 und 14 d.p.i. 
fluoreszierende Zellen sichtbar waren. Maßstab stellt 2000 µm in der Übersicht und 
100 µm in der Vergrößerung dar. 
In der Abbildung 50 ist ein Gehirnschnitt infiziert mit MV-M4L4 dargestellt. In der 
Übersicht (links) ist die Stelle markiert (Rahmen) an welcher von 7 bis 28 d.p.i. eine 
GFP-positive Zelle detektiert wurde. Diese ist ebenfalls 28 Tage nach der Infektion 
gezeigt (rechts). Des Weiteren illustriert der Stern in der Übersichtsaufnahme zwei 
GFP-positive Zellen, welche lediglich 7 und 14 Tage nach der Infektion detektiert 
werden konnten.  
 
Abbildung 51: Nachweis des viralen Nukleoproteins im Neokortex eines 
Gehirnschnitts infiziert mit MV-M4L4. Nach der Formalinfixierung des 
Gehirnschnitts wurde das N-Protein des MV mittels des monoklonalen Antikörpers 
„F227“ detektiert. Die Markierung erfolgte mit dem Sekundärantikörper AlexaFluor 546 
(Mitte). Eine Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit DAPI durchgeführt. Rechts ist die 
Überlagerung des GFP-Signals (links) und der Antikörperfärbung dargestellt. Der Pfeil 
markiert den Zellkörper der infizierten Zelle. Die Aufnahmen erfolgten mittels eines 
Laser-Scanning Mikroskops. Maßstab = 100 µm 
In Folge der Infektion der Gehirnschnitte mit MV-M4L4 waren wenige Zellen GFP-
positiv. Die in der Abbildung 51 dargestellte Zelle ist in Bereichen des Somas stark 
positive – sowohl für GFP als auch das virale N-Protein. In den Zellfortsätzen konnte 





4.4.8 Charakterisierung der neuronalen Infektion 
Die Infektion neuronaler Zellen durch das parentale MV-IC323 war sehr beschränkt. 
Nur einzelne Zellen (bis max. 5 pro Gehirnschnitt) waren 7 d.p.i. GFP-positiv. Ein 
Gehirnschnitt war ab 14 Tagen nach der Infektion vollständig negativ. Im weiteren 
Verlauf der Infektionsbeobachtung konnte keine Zu- oder Abnahme der infizierten 
Zellen beobachtet werden. Zu Beginn der Infektion mit MV-M1 (7 d.p.i) konnten pro 
Gehirnschnitt bis zu 20 einzelne GPF-positive Zellen detektiert werden. In der Folge 
nahm bei fünf der Explantate die Anzahl infizierter Zellen ab, einer dieser Schnitte war 
ab 14 d.p.i. vollständig negativ. Bei einem Schnitt jedoch war eine deutliche Zunahme 
GFP-positiver Zellen zu verzeichnen. In den Gehirnschnitten die mit den Viren MV-F1 
oder MV-M1F1 infiziert wurden und bereits 7 d.p.i. infizierte Zellen zeigten, erfolgte 
eine deutliche Zunahme der infizierten Zellen im weiteren Verlauf. Bei zwei Schnitten 
infiziert mit MV-M1F1 waren zu keinem Zeitpunkt infizierte Zellen sichtbar. Virusklone, 
welche auf Basis der bei MV-Isolat 4 gefundenen Mutationen generiert wurden (MV-
M4, MV-L4 und MV-M4L4), zeigten untereinander ähnliche Infektionscharakteristika in 
den Gehirnschnitten. Die Infektion mit sowohl MV-M4 als MV-M4L4 bedingte, dass in 
allen Schnitten GFP-positive Zellen detektiert werden konnten. Ein Gehirnschnitt 
infiziert mit MV-M4 zeigte ab 21 d.p.i. keine GFP-positiven Zellen mehr. Nach Infektion 
mit MV-L4 waren lediglich bei vier der Gehirnschnitte infizierte Zellen sichtbar. Bei allen 
MV-Isolat-4-Derivaten waren es einzelne Zellen, welche GFP-positive waren, deren 
Anzahl im Verlauf des Experiments abnahm.  
Für eine semi-quantitative Analyse der neuronalen Infektion in den Gehirnschnitten 
erfolgte eine Beurteilung der Neuroinfektion nach der Anzahl der infizierten (i.e. GFP-
positiven) Zellen. Um eine statistische Analyse dieses Infektionsniveaus 
vorzunehmen, wurde das in der Tabelle 10 dargestellte Bewertungsniveau verwendet. 
Jedem infizierten Gehirnschnitt wurde 7, 14, 21 und 28 Tage nach der Infektion ein 
semiquantitatives Maß der Infektion zugeordnet. Es wurde festgestellt, dass bei einer 
Vielzahl von infizierten Gehirnschnitten die Anzahl infizierter Zellen von 7 d.p.i. zu 
14 d.p.i. abnimmt. Die statistische Auswertung erfolgte für die Werte generiert 14 Tage 
und 28 Tage nach der Infektion, da hier von einer etablierten Infektion der neuronalen 
Zellen und nicht von Artefakten, bedingt durch die Präparation der Gehirnschnitte, 






Abbildung 52: Bewertung des Infektionsniveaus der Gehirnschnitten 14 und 28 
Tage nach der Infektion. Dargestellt sind die Werte jedes Gehirnschnitts sowie die 
Mittelwerte, die Standardabweichung und signifikante Unterschiede gegenüber dem 
parentalen MV-IC323. ✱p<0,05; ✱✱p<0,01; ✱✱✱p<0,001; ✱✱✱✱p<0,0001  
Wie aus der Abbildung 52 ersichtlich ist, waren 14 Tage nach der Infektion jeweils 
signifikant mehr neuronale Zellen mit den Virusklonen MV-F1 sowie MV-M1F1 als mit 
dem parentalen MV-IC323 infiziert. Ebenfalls wurde ermittelt, dass diese signifikanten 
Unterschiede gegenüber allen Virusmutanten bestanden. Nach 28 Tagen der Infektion 
ist sowohl für MV-F1 als auch für MV-M1F1 die Anzahl der GFP-positiven Zellen in 
den Gehirnschnitten signifikant höher als bei allen anderen in dieser Arbeit 
verwendeten Masernvirusklonen. Ein Unterschied zwischen MV-F1 und MV-M1F1 
konnte wiederum nicht festgestellt werden.  
In der Folge der oben beschriebenen und charakterisierten Infektionsperiode wurde 
diese 28 d.p.i. terminiert. Zunächst wurden alle Gehirnschnitte auf das Vorkommen 
extrazellulärer Viruspartikel untersucht. Im Anschluss wurden je Infektion drei Schnitte 
für die Isolation intrazellulärer Viruspartikel eingesetzt (siehe 3.4.5).  
Es wurde festgestellt, dass von keinem der infizierten Schnitte extrazelluläre 
Viruspartikel detektiert werden konnten, da bei keinem dieser Ansätze MV-Replikation 
in Form von Synzytienbildung oder eines entstehenden GFP-Signals in den 
permissiven Vero/hSLAM-Zellen nachgewiesen wurde. Ebenso konnten nach dem 
mechanischen Aufschluss der Gehirnschnitte lediglich nach Infektion mit MV-F1, 
MV-M1F1 und MV-M4L4 ein begrenzter MV-typischer CPE in Vero/hSLAM-Zellen 
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in der folgenden 






Abbildung 53: Quantifizierung der 28 d.p.i. aus Gehirnschnitten isolierten CPE 
induzierenden Partikeln. Gezeigt sind die Ergebnisse der drei je Virus untersuchten 
Gehirnschnitte sowie der sich ergebende Mittelwert und die Standardabweichung. 
FFU = Focus forming unites. 
Nach mechanischer Aufarbeitung der infizierten Gehirnschnitte ist ersichtlich, dass 
nach Infektion mit MV-IC323, MV-M1, MV-M4 und MV-L4 keine infektiösen Einheiten 
isoliert werden konnten. Ebenfalls wurden in jeweils einem von drei Gehirnschnitten 
nach Infektion mit MV-F1, MV-M1F1 und MV-M4L4 keine CPE induzierenden 
Einheiten isoliert. Nach Inkubation von Vero/hSLAM-Zellen mit dem Homogenisat der 
verbleibenden Schnitten konnten lokal begrenzt MV-typische Synzytien detektiert 
werden. Signifikante Unterschiede wurden zwischen diesen nicht nachgewiesen.  
 
4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Nach der erfolgreichen Generierung der Punktmutanten, gelang es diese 
experimentell zu charakterisieren. Hierbei ergaben sich Unterschiede zwischen den 
einzelnen Punktmutanten und dem parentalen MV-IC323 in SLAM-negativen Zellen 






Tabelle 12: Zusammenfassung von Charakteristika der in der vorliegenden 
Arbeit generierten MV-Punktmutanten.. Signifikanzniveaus bei Vero/hSLAM-Zellen 
beziehen sich auf 3 d.p.i.; bei Vero-Zellen auf 5 d.p.i. und bei den Gehirnschnitten auf 


















MV-IC323 - ja - nein - nein 
MV-M1 nein ja nein nein nein nein 
MV-F1 nein ja nein ja ja ja 
MV-M1F1 nein ja nein ja ja ja 
MV-M4 ja ja ja nein nein nein 
MV-L4 nein ja nein nein nein nein 
MV-M4L4 ja ja ja nein nein ja 
 
Aus der Tabelle 12 wird deutlich, dass alle in dieser Arbeit generierten Punktmutanten 
in Vero/hSLAM-Zellen, wie das parentale MV-IC323, replizieren und Synzytien 
induzieren. Eine verringerte Replikation wurde durch keine der Mutationen 
hervorgerufen. In SLAM-negativen Vero-Zellen konnte nur eine sehr geringe 
Infektionsrate und keine Vermehrung infektiöser Viruspartikel bei MV-IC323 und 
MV-L4 detektiert werden. Eine leichte Vermehrung ist bei den Klonen des MV-
Isolates 1 (MV-M1, MV-F1 und MV-M1F1) nachweisbar. Die Punktmutanten MV-M4 
und MV-M4L4 bildeten sowohl in SLAM-positiven als auch in SLAM-negativen Zellen, 
im Vergleich zum parentalen Virus signifikant mehr infektiöse Partikel. 
Synzytienbildung in diesen Zellen war jedoch strikt mit der F1-Mutation verbunden. Die 
semiquantitative Auswertung des Infektionsvermögens der in der hier vorliegenden 
Arbeit generierten Virusklone zeigte eine signifikante Korrelation der F1-Mutation 
(I225M) mit der neuronalen Adaptation. Synzytienbildung in Vero/hSLAM-Zellen 
konnte lediglich nach Inkubation mit Homogenisat aus Gehirnschnitten infiziert mit den 
Virusklonen MV-F1, MV-M1F1 sowie MV-M4L4 detektiert werden. Jedoch konnten 







Eine Maserninfektion kann gravierende neurologische Folgen haben. Neben 
Wirtsfaktoren, wie einer unvollständigen oder geschwächten Immunantwort, sind 
Veränderungen des Masernvirus maßgeblich für eine solche Manifestation (Liebert 
1997). Die Persistenz des Virus in Zellen des ZNS wurde mit Mutationen des viralen 
Genoms in Verbindung gebracht (Cattaneo et al. 1986). In der Folge konnte diese 
Annahme bestätigt und konkretisiert werden. Demnach können Substitutionen sowohl 
intraviraler Proteine (Cattaneo et al. 1988b, Ayata et al. 1989, Tahara et al. 2005) als 
auch der Oberflächenproteine (Ayata et al. 2007, Ayata et al. 2010, Ivancic-Jelecki et 
al. 2013, Watanabe et al. 2015, Jurgens et al. 2015, Angius et al. 2019) einen 
veränderten Tropismus des MV bedingen. 
Die am Institut für Virologie von Dr. Chey und Professor Liebert isolierten und 
sequenzierten MV-Isolate 1 und 4 des Masernvirus IC323-eGFP stellten die Grundlage 
der hier angefertigten Arbeiten dar. Insgesamt wurden bei dem MV-Isolat 1 zwei und 
bei dem MV-Isolat 4 fünf funktionelle Punktmutationen untersucht. Es wurde analysiert, 
welche dieser Substitutionen den Tropismus des MV verändert, oder ob hier 
synergistische Effekte der Mutationen auftreten. 
 
5.1 Die Punktmutationen der MV-Isolate 1 & 4 
Bei fünf der insgesamt sieben detektierten Mutationen handelt es sich um Transitionen 
von Adenin zu Guanin (siehe Tabelle 11). Die Ursache hierfür kann die Aktivität der 
zellulären Adenosin Desaminase in doppelsträngiger RNA (ADAR) sein, welche 
Adenosin zu Inosin katalysiert (Samuel 2011, Pfaller et al. 2018). Hierdurch kommt es 
zu einer Destabilisierung des RNA-Moleküls. In einem darauffolgenden 
Replikationsschritt kann als komplementäre Base Cytosin statt Thymin binden und ein 
Austausch von A zu G des parentalen Stangs wäre die Folge. Die Expression der 
ADAR wird über die JAK-STAT Signalkaskade durch Interferon (IFN) ausgelöst (Pfaller 
et al. 2011). Die IFN Ausschüttung MV-infizierter Zellen bedingt somit die Expression 
der ADAR und die Entstehung der A zu G Transitionen (Ludlow et al. 2015). 
Mutationen dieser Art (bzw. U zu C auf Genomebene) wurden neben dem MV 
(Cattaneo et al. 1988a, Hotta et al. 2006) auch bei anderen RNA Viren wie dem Mumps 
Virus (Chambers et al. 2009), dem Humanen Parainfluenzavirus Typ 3 (HPIV-3) 





ist demnach möglich, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mutationen 
ebenfalls durch die Induktion der angeborenen Immunantwort induziert wurden, da die 
ADAR ebenfalls von neuronalen Zellen exprimiert wird (Tamura et al. 2016, Cortes et 
al. 2015). Zwei weitere G zu A Mutationen (siehe Tabelle 11) könnten spontan in der 
Folge der Virusreplikation und des Selektionsdrucks in den neuronalen Geweben 
erfolgt sein. Aufgrund der mangelnden Korrekturlesefunktion der viralen Polymerase 
ist für das MV eine Mutationsrate von etwa 3,4*10-4 bis 9,02*10-4 Substitutionen pro 
Base und Jahr beschrieben (Beaty und Lee 2016). Selbst in Gewebekulturen und in 
Zellkulturen mit Zusatz eines Fusionsinhibitors bedingte der artifiziell generierte 
Selektionsdruck Punktmutationen des MV (Plemper et al. 2005, Otani et al. 2014, Ha 
et al. 2017). 
 
5.2 Punktmutationsgenese in dem parentalen pTMV-IC323 
Ein Einfluss der gefundenen Punktmutationen der MV-Isolate 1 & 4, auf den Tropismus 
des MV sollte in der Folge näher untersucht werden. Hierfür wurden die Mutationen 
separat und kombiniert mittels der inversen PCR in das parentale MV-IC323 integriert. 
Verwendet wurden spezifische Primer, welche die Punktmutationen an zentraler Stelle 
tragen, oder im Falle der L4-Mutationen alle vier Mutationen flankieren. Für die 
Amplifikation wurde die PrimeSTAR GXL DNA-Polymerase der Firma Takara 
verwendet. Dieses Enzym kann GC-reiche und sehr große Produkte (bis 30 kb) 
generieren und besitzt dabei, durch seine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität, eine sehr geringe 
Fehlerrate, wessenthalben es für komplexe Anwendungen wie beispielsweise die 
Typisierung des humanen Leukozytenantigens eingesetzt wurde (Ehrenberg et al. 
2014). In der vorliegenden Arbeit gelang die Amplifikation des 21182 bp großen 
Produkts nach der Optimierung des Reaktionsprotokolls. Bei Anwendung der 
Reaktionsbedingungen nach Herstellerangaben wurden DNA-Fragmente amplifiziert, 
welche in der Agarosegelelektrophorese nicht aus den Geltaschen migrierten. Die 
PCR-Produkte wurden nicht von gebundenen Proteinen zurückgehalten, da eine 
Behandlung mit SDS und Hitze keinen Einfluss nahm. Weil in der Folge eines DNase-
Verdaus aber kein Signal mehr detektiert werden konnte, wurde davon ausgegangen, 
dass es sich um DNA handelt (siehe Abbildung 7). Durch eine Verkürzung der 
Amplifikationszeit von 1 min auf 10 sec pro Kilobase konnte in das Gel gewanderte 





und Nebenprodukte behinderten nicht das Auftrennend er DNA im Gel. Die Erhöhung 
der Primerkonzentration hatte keinen Einfluss auf die Amplifikation (Abbildung 8). 
Ebenso wurde eine zusätzliche Optimierung der Reaktionsbedingungen durch die 
Zugabe von DMSO getestet. DMSO löst Sekundärstrukturen der DNA und macht diese 
somit leichter für die Primerbindung und initiale Bindung der Polymerasen zugänglich 
(Juang und Liu 1987, Lv et al. 2015). Es ist in der Literatur beschrieben, dass hierdurch 
die Amplifikation bestimmter Produkte erst ermöglicht wird und die Spezifität der PCR 
gesteigert werden kann (Baskaran et al. 1996, Varadaraj und Skinner 1994). Bei der 
hier verwendeten DNA-Polymerase-Primer-Kombination hatte die Zugabe von DMSO 
jedoch keinen begünstigenden Effekt, sodass es in der Folge nicht weiter eingesetzt 
wurde. 
Für das Einfügen der Punktmutationen M1 (A3795G) und M4 (G4315A) in das 
parentale pT(+)MV323-eGFP wurden die mutagenen Primerpaare MV-M-A3795G-
s/as sowie MV-M-G4315A-s/as (siehe Abschnitt 2.6.2) verwendet. Die PCR-Produkte 
wurden nach beiden Ansätzen aus den Agarosegelen extrahiert, um eine fehlerhafte 
Ligation (i.e. eine Ligation von Nebenprodukten) zu vermeiden. Eine erneute 
Überprüfung erfolgte durch den Restriktionsverdau der isolierten Plasmide. Es wurde 
BamHI verwendet, da dieses vier Schnittstellen innerhalb des pT(+)MV323-eGFP 
besitzt, wovon drei innerhalb des MV-Genoms liegen und keine Schnittstelle von den 
in dieser Arbeit analysierten Mutationen verändert wird. Die Analyse des 
Restriktionsverdaus der aus den Kolonien 1, 4, 9 und 10 isolierten Plasmide 
pT(+)MV-M1 zeigte, dass die Kolonien 1 und 9 das korrekte Bandenmuster aufwiesen. 
Das DNA-Isolat der Kolonie 4 besaß im unverdauten Zustand eine zusätzliche Bande 
bei etwa 3,5 kb und nach BamHI-Behandlung bei etwa 3 kb. Dies deutet auf ein 
coextrahiertes degradiertes DNA-Fragment hin, welches ebenfalls eine Schnittstelle 
von BamHI besaß. Das aus der Kolonie 10 isolierte Plasmid zeigte lediglich nach 
BamHI-Verdau eine zusätzliche Bande bei etwa 7 kb, was auf eine unerwünschte 
Mutation innerhalb des Plasmids als Folge der PCR oder der Ligation hindeutet 
(Abbildung 11). Für alle weiteren Analysen und Experimente wurde das pT(+)MV-M1 
isoliert aus Kolonie 9 verwendet. Das Plasmid pT(+)MV-M4 isoliert aus zwei Kolonien 
wurde ebenfalls durch BamHI geschnitten und analysiert. Das Isolat der Kolonie 2 
zeigte das korrekte Bandenmuster, wohingegen DNA isoliert aus der Kolonie 3 eine 
zusätzliche Bande bei ca. 1,8 kb aufzeigte. Dieses DNA-Fragment wurde sowohl nach 





Untersuchungen mit pT(+)MV-M4 wurde ausschließlich das Plasmid isoliert aus der 
Kolonie 2 verwendet. 
Da mit den mutagenen Primern MV-F-A6132G-s/as keine Amplifikation des 
vollständigen parentalen Plasmids möglich war, erfolgte die Herstellung des Plasmids 
pT(+)MV-F1 in zwei Teilen. Hierfür wurde zusätzlich das nicht-mutagene Primerpaar 
Ende-MV-L-pTMV-s/as verwendet (siehe Abschnitt 4.1.3). Nach erfolgreicher 
Amplifikation und Ligation zeigte die Restriktionsanalyse, dass bei einem der beiden 
isolierten Plasmide zusätzliche DNA-Fragment coextrahiert wurden. Nach der BamHI-
Behandlung war in diesem Isolat eine weitere Bande sichtbar, was auf eine Mutation 
innerhalb des pT(+)MV-F1 Plasmids oder auf das Vorhandensein einer BamHI-
Schnittstelle auf dem mitisolierten, degradierten Fragment hindeutet. Da bei dem aus 
Kolonie 10 isolierten pT(+)MV-F1 Plasmid keine falschen Banden gefunden wurden, 
erfolgten alle weiteren Analysen mit diesem Plasmid (siehe Abbildung 14).  
Die Generierung des Plasmids pT(+)MV-M1F1 erfolgte ebenso wie pT(+)MV-F1 in 
zwei Teilen. Jedoch wurde als Grundlage das Plasmid pT(+)MV-F1 verwendet welches 
mit den mutagenen Primer der M1-Mutation und dem nicht-mutagene Primerpaar 
Ende-MV-L-pTMV-s/as amplifiziert wurde. Nach der erfolgreichen Ligation konnten in 
der Restriktionsanalyse keine zusätzlichen DNA-Fragmente oder Mutationen 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 17). Die weiteren Untersuchungen erfolgten 
mit dem aus Kolonie 12 isolierten pT(+)MV-M1F1. 
Alle vier Mutationen des Polymerase-Gens von MV-Isolats 4 wurden für die 
Herstellung des Plasmids pT(+)MV-L4 gemeinsam in das parentale 
pT(+)MV323-eGFP bzw. für die Herstellung des Plasmids pT(+)MV-M4L4 gemeinsam 
in pT(+)MV-M4 eingebracht (siehe Abschnitt 4.1.6). Bei der Restriktionsverdauanalyse 
nach erfolgter Ligation und Plasmidisolation konnte das gewünschte Bandenmuster 
detektiert werden. Zusätzlich waren bei den unverdauten Plasmidisolaten Fehlbanden 
sichtbar, die auf degradierte, coextrahierte DNA hindeuten.  
Nach der Isolation der Plasmide und einer ersten Analyse mittels des BamHI-
Restriktionsverdaus wurden die MV-kodierenden Sequenzen bestimmt. Bei keinem 
der isolierten Plasmide wurde eine unbeabsichtigte Nukleotidsubstitution innerhalb 
des MV-Genoms, wohl aber die gewünschten Substitutionen nachgewiesen (siehe 





25). Somit konnten die Plasmide weiter für die Herstellung der rekombinanten Viren 
genutzt werden. 
 
5.3 Herstellung rekombinanter Virusklone aus DNA 
Für die Genese der Virusklone wurde das reverse genetische System, wie unter 
Abschnitt beschrieben 3.3.4 genutzt. Aus allen generierten Plasmiden konnte 
erfolgreich Virus hergestellt werden. Dieser Prozess beinhaltete eine erneute 
Verifizierung der Plasmide, da bei Unstimmigkeiten mit der rule-of-six, aufgrund 
mangelnder Replikation keine infektiösen Viruspartikel entstanden wären (Halpin et al. 
2004, Pfaller et al. 2015). Das in dieser Arbeit verwendete pT(+)MV323-eGFP wurde 
auf der Grundlage des publizierten p(+)MV323 (Takeda et al. 2000) bzw. des GFP-
exprimierenden p(+)MV323-EGFP (Hashimoto et al. 2002) hergestellt. Durch das 
Einfügen des optimierten T7-Promotors sowie der Ribozymschnittstellen an beiden 
Termini des MV-Genoms konnte die Effektivität der Virusherstellung aus DNA deutlich 
verbessern, wie es auch schon für andere Vertreter der Mononegavirales beschrieben 
werden konnte (Ghanem et al. 2012, Beaty et al. 2017). Die in der vorliegenden Arbeit 
generierten Klone des MV vermehrten sich in Vero/hSLAM-Zellen und induzierten 
typische Synzytienbildung (siehe Abbildung 28). Nach der erfolgreichen 
Virusherstellung wurde die Sequenz der mutierten Bereiche überprüft. Es wurden 
keine unerwünschten Mutationen festgestellt, sodass die Klone für fortführende 
Analysen bezüglich der Replikation und des Tropismus verwendet werden konnten.  
 
5.4 Die Mutationen des Matrixproteins – M1 (T120A) und M4 (R293Q) 
Das Matrixprotein des Masernvirus besitzt entscheidende Schlüsselfunktionen der 
Virusreplikation, da es mit den viralen Glykoproteinen, dem RNP und zellulären 
Proteinen interagiert (siehe Abschnitt 1.5.3). Beide in dieser Arbeit untersuchten 
Punktmutationen des M-Proteins bedingen keine Reduktion des lytischen Wachstums 
in SLAM-positiven Zellen (siehe Abbildung 28), die vielfältigen Interaktionen des M-
Proteins scheinen demnach nicht negativ beeinflusst. Im Gegenteil, ein signifikanter 
Replikationsvorteil gegenüber dem parentalen MV-IC323 war ab 2 d.p.i. für alle 
rekombinanten Viren mit der M(R293Q)-Mutation (MV-M4 und MV-M4L4) festzustellen 





Mutation ab 2 d.p.i. ebenso deutlich effektiver als das parentale Virus (siehe Abbildung 
35). Die Vermehrung in Abwesenheit von SLAM erfolgte jedoch ohne die Ausbildung 
der maserntypischen Synzytien (Abbildung 32 und Abbildung 33). Eine Replikation 
ohne Synzytienbildung in Vero-Zellen wurde ebenfalls durch die Substitutionen P64S 
und E89K innerhalb des MV-IC323 M-Proteins hervorgerufen (Tahara et al. 2005). In 
weiterführenden Experimenten zeigte diese Arbeitsgruppe, dass die P64S und E89K 
Mutationen eine verstärkte Interaktion des mutierten M-Proteins mit dem H-Protein 
ermöglichen. Das Entfernen der zytoplasmatischen Domäne des H-Proteins mindert 
die M-H-Interaktion wieder und bedingt, dass das Masernvirus (trotz der 
M(P64S/E89K)-Mutation) keine SLAM-negativen Zellen mehr infizieren kann (Tahara 
et al. 2007). Für das nahe verwandte CDV konnte gezeigt werden, dass die Interaktion 
des zytoplasmatischen Teils des H-Proteins mit dem M-Protein für die korrekte 
Expression von H an der Oberfläche und für die Rezeptorbindung nicht entscheidend 
ist. Jedoch ist die Bildung von Virus-ähnlichen Partikeln stark von dieser Interaktion 
abhängig (Sawatsky et al. 2016). Es ist demnach möglich, dass ebenfalls durch die in 
dieser Arbeit untersuchte Mutation M(R293Q) die Interaktion des M-Proteins mit dem 
H-Protein begünstigt wird. Da in Vero-Zellen von den M(R293Q) Mutanten mehr 
infektiöse Viruspartikel gebildet wurden – und dies sowohl mit als auch ohne SLAM-
Expression – ist ein ähnlicher Mechanismus naheliegend. Weiterführende 
Untersuchungen, beispielsweise mit Deletionsmutanten des zytoplasmatischen Teils 
von H, könnten diesen Mechanismus näher erörtern. 
Des Weiteren wurden in der hier vorliegenden Arbeit, nach Infektion von 
Gehirnschnittkulturen mit den Virusmutanten MV-M1 und MV-M4 infizierte neuronale 
Zellen detektiert (siehe Abschnitte 4.4.2 und 4.4.5). Es wird deutlich, dass initial beide 
Viren in die Zellen eindringen, sodass GFP-positive Zellen sichtbar sind. In der Folge 
des Verlaufs nimmt die Anzahl infizierter Zellen, jedoch mit einer Ausnahme, ab. Diese 
Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen des parentalen MV-IC323 Virus und 
lassen daher nicht auf eine neuronale Anpassung durch die beiden Mutationen des M-
Proteins schließen. Bei einem MV-M1 infizierten Gehirnschnitt ist jedoch eine deutliche 
Zunahme der GFP-positiven Zellen über den Verlauf der Kultivierung sichtbar. Dies 
deutet darauf hin, dass die M(T120A)-Mutation unter bestimmten Bedingungen 
entscheidend für die Manifestation des MV in Zellen des ZNS sein könnte. Dafür 
spricht, dass in Fällen der SSPE zahlreiche Mutationen innerhalb des Matrixgens 





Hotta et al. 2006). Die Persistenz des MV im Gehirn war hier jedoch mit einer 
unvollständigen Genexpression oder Synthese des viralen M-Proteins oder verkürzten 
zytoplasmatischen Teilen der Glykoproteine gekoppelt (Baczko et al. 1984, Baczko et 
al. 1986, Cathomen et al. 1998). Masernviren, die das M-Gen eines SSPE-Stammes 
trugen, konnten ebenso nur bedingt in Vero-Zellen replizieren (Patterson et al. 2001). 
Die MV-M1-Mutante (T120A) vermehrte sich lediglich in einem der Gehirnschnitte. 
Beide in dieser Arbeit beschriebenen Punktmutanten (M1 und M4) replizieren in 
Vero/hSLAM-Zellen gleich oder verbessert verglichen mit dem parentalen MV-IC323. 
Daher ist fraglich, ob die M(T120A)-Mutation tatsächlich eine Adaptation an neuronale 
Zellen bewirkt, der ein SSPE-ähnlicher Mechanismus zu Grunde liegt. Der in 
Abbildung 40 dargestellte MV-M1 infizierte Gehirnschnitt weißt Bereiche des 
Hypothalamus auf. Zu erkennen ist, dass die infizierten Zellen erst lateral lokalisiert 
sind und im weiteren Verlauf sich in zentrale Bereiche des Gehirnschnitts ausbreiten. 
Der initial infizierte Bereich könnte daher die Eminentia mediana sein, welche sich wie 
auch die in der Folge infizierten Bereiche, durch eine Sonderform von Ependymzellen 
– den Tanyzyten – auszeichnet (Chen et al. 2017).  Diese Hypothalamus-spezifischen, 
nicht-neuronalen Zellen besitzen Zilien-artige Fortsätze und sind über tight junctions 
miteinander verbunden (Chen et al. 2017). Daher könnte sich das MV-M1 nach initialer 
Infektion im weiteren Verlauf in der oben beschriebenen Art ausgebreitet haben. Da 
jedoch mindestens 45 transkriptionell verschiedene Subtypen von Zellen im 
Hypothalamus vorkommen, welche größtenteils wenig charakterisiert sind (Chen et al. 
2017), ist eine genau Aussage hier nicht möglich. Eine Gegenfärbung von spezifischen 
zellulären Markern könnte diesen Sachverhalt jedoch klären. Nach Infektion der 
Ependymzellen mit Alphaviren (Vertreter der Togaviridae) konnte deren nekrotisches 
Absterben festgestellt werden, was wiederum eine Pathologie bei Menschen bedingt 
(Das et al. 2010). Für das Zika-Virus – ein Vertreter der Flaviviridae – ist die spezifische 
Infektion des Hypothalamus in murinen Modellen beschrieben, welche zu 
dramatischen kognitiven Beeinträchtigungen führt (Wu et al. 2018) und eventuell für 
die Untersuchung der virusinduzierten Mikrozephalie genutzt werden kann. Auch die 
zentralnervöse Pathogenese des Mumps Virus wird vermutlich durch eine initiale 
Replikation in den Ependymzellen ausgelöst (Rubin et al. 2015). Es ist demnach 
möglich, dass die Mutante MV-M1 in einem Tiermodell eine Pathologie auslösen kann. 





Neben der bereits diskutierten Interaktion mit dem rezeptorbindenden H-Protein, ist 
das M-Protein ebenso in der Lage mit dem Fusionsprotein zu interagieren. Von 
besonderer Bedeutung der M-F-Interaktion scheint die AS 101 des M-Proteins zu sein. 
Eine Mutation an dieser Position von Valin zu Alanin (V101A) destabilisiert das M-
Protein und unterbindet die Bindung mit dem F-Protein. Die Konsequenz ist eine 
verstärkte Zell-Zell-Fusion und eine verringerte Bildung infektiöser Viruspartikel in 
permissiven Zellen (Runkler et al. 2007). In der eigenen, hier vorliegenden Arbeit 
konnten keine nachteiligen Replikationseffekte oder stärkere Synzytienbildung 
aufgrund der Mutationen beider M-Proteine festgestellt werden. Die hier 
beschriebenen Effekte deuten demnach nicht auf eine verminderte Bindung der M1- 
und M4-Proteine an das F-Protein hin.  
In der Arbeit von Runkler und Kollegen konnte ebenso gezeigt werden, dass die 
beschriebene Mutation V101A keinen Einfluss auf die Interaktion mit dem RNP hat 
(Runkler et al. 2007). Mutationen sowohl des N-, als auch des C-terminalen sowie des 
C-proximalen Teils des M-Gens des MV-„Biken“-SSPE Stammes unterbinden die 
Interaktion des M-Proteins mit dem RNP (Hirano et al. 1993). Da AS-Substitutionen 
aller Domänen des M-Proteins diese wichtige Interaktion stören können, scheint die 
tertiäre Proteinstruktur entscheidend für diesen Mechanismus zu sein. Die Deletion 
des M-Proteins des humanen Respiratorischen Synzytialvirus (HRSV) bedingt, dass 
der RNP nicht mehr an die Zellmembran transportiert wird und keine Viruspartikel 
gebildet werden (Mitra et al. 2012). Demnach führt eine Unterbindung der Interaktion 
des M-Proteins mit dem RNP stets zu einem verringerten Transport des RNP an die 
Zelloberfläche, wodurch die Zusammensetzung der viralen Komponenten an der 
Zelloberfläche gestört werden könnte und keine bzw. weniger infektiöse Viruspartikel 
gebildet würden. Da sowohl die MV-Mutante MV-M1 also auch MV-M4 infektiöse 
Viruspartikel bildete, scheinen die in dieser Arbeit untersuchten Mutationen einen 
anderen Einfluss auf das M-Protein zu bewirken. 
Die Punktmutationen des Matrix-Proteins L165P, L250P und Y282H, welche bei einem 
SSPE-Isolat nachgewiesen wurden, verringern dessen intrinsische 
Zellmembranassoziation. In diesem Fall konnte eine vermehrt nukleäre Anlagerung 
des M-Proteins detektiert werden (Jiang et al. 2009). Das exprimierte M-Protein eines 
wildtypischen MV-Isolats wurde ebenfalls im Nukleus nachgewiesen. Obschon der 





eindringt und an der Zellmembran gebunden ist, kommt es im Nukleus zur Inhibition 
der Transkription zellulärer Gene, wodurch die Transkription viraler Gene begünstigt 
wird (Yu et al. 2016). Das M-Protein kann ebenfalls das N-Protein und somit den RNP 
binden. Durch diese Interaktion erfolgt zum einen der Co-transport des RNP an die 
Zellmembran und gleichzeitig die Inhibition der viralen Transkription (Iwasaki et al. 
2009). Die Menge des in der infizierten Zelle vorhandenen M-Proteins ist demnach 
entscheidend für den Übergang der viralen Transkription und Translation zur 
Assemblierung neuer Viruspartikel. Bei einer verminderten M-N-Bindung, kommt es zu 
einer Akkumulation des N-Proteins im Zytoplasma unpolarer Zellen (Huber et al. 
1991). Wie in der Abbildung 34 zu erkennen ist, konnte keine zytoplasmatische 
Akkumulation des N-Proteins aufgrund der M(T120A)- oder M(R293Q)-Mutation 
detektiert werden. Ebenfalls wurde keine verringerte Virusassemblierung festgestellt, 
wie sie für neurotrope MV beschrieben ist. Möglich ist jedoch, dass die signifikant 
erhöhte Replikation der MV-M4, sowie MV-M4L4 Viren durch eine verstärkte 
Suppression der zellulären Transkription bedingt wird. Weitere Untersuchungen der 
genauen zellulären Lokalisation des M-Proteins sowie Expressionsanalysen zellulärer 
Gene in infizierten Zellen könnten einen zugrundeliegenden Mechanismus klären. 
Für die Paramyxoviren Newcastle Diseasevirus (NDV), das humane Metapneumovirus 
(HMPV), das HRSV und das Hendra Virus (HeV) konnte die atomare Struktur des M-
Proteins entschlüsselt werden. Ebenfalls wurde bei diesen Viren gezeigt, dass eine – 
für die Bildung neuer Partikel eminente – Dimerisierung des M-Proteins auf ähnliche 
Weise geschieht (Battisti et al. 2012, Leyrat et al. 2014, Forster et al. 2015, Liu et al. 
2018). Obschon die Aminosäuresequenzen verschieden sind, zeigen die 
Matrixproteine sehr ähnliche Funktionen, was wiederum nahelegt, dass eine 
vergleichbare Proteinstruktur vorliegen muss. So bilden positive geladene Bereiche 
des C-Terminus einen Bereich der M-Proteinoberfläche und bedingen somit die 
intrinsische Lokalisation an der negativ geladenen Zellmembran. Die N-terminalen 
Domänen scheinen hingegen für die Bindung zellulärer und viraler Faktoren der M-
Proteine verantwortlich (Money et al. 2009). Artifizielle Mutationen des Sendaivirus 
(SeV) M-Proteins bestätigten, dass zwei N-terminale Motive (AS 50-53 und AS 113-
116) die Interaktion mit zellulären Proteinen sowie dem RNP vermitteln. Substitutionen 
in diesen Domänen verhinderten die Assemblierung neuer Viruspartikel, wohingegen 
Mutationen in zwei C-terminal gelegenen Domänen (AS 334-337 und AS 345-348) 





der vorliegenden Arbeit untersuchte R293Q-Mutation könnte demnach die intrinsische 
Membranassoziation des M4-Proteins steigern. In der Folge wäre eine verbesserte 
Anlagerung des RNP an Membranbereiche mit den viralen Glykoproteinen denkbar, 
was die Virusassemblierung begünstigen würde. Die hier charakterisierte T120A-
Mutation könnte hingegen eher die Interaktion des M-Proteins mit den zellulären oder 
viralen Proteinen beeinflussen. Da jedoch in der vorliegenden Arbeit keine 
signifikanten, durch die M1-Mutation induzierten, Veränderungen nachgewiesen 
wurden, ist wahrscheinlich die Mutation des F-Proteins, welche ebenfalls in dem 
MV-Isolat 1 nachgewiesen wurde, für dessen neuronale Adaptation verantwortlich. 
Vermutlich wird die Virulenz des Masernvirus durch die R293Q-Mutation erhöht, da die 
Bildung infektiöser Viruspartikel signifikant gesteigert wird. Die klinischen 
Konsequenzen einer Infektion mit einer solchen Virusmutante sind hoch spekulativ, 
könnten jedoch eine gesteigerte Leukopenie sowie ein erhöhtes Risiko der neuronalen 
Manifestation, durch die erhöhte Viruslast umfassen. In weiterführenden Experimenten 
mit humanen mononukleären Zellen des peripheren Blutes könnten zumindest 
Teilaspekte dieser offenen Fragestellung erörtert werden.  
 
5.5 Die Mutation des Fusionsproteins – F1 (I225M) und die M1F1-Mutante 
Neben dem Hämagglutininprotein stellt das Fusionsprotein das zweite 
Oberflächenprotein des MV dar. Die in dieser Arbeit untersuchte Mutation innerhalb 
des F-Gens von MV-Isolat 1 bewirkt einen AS-Austausch von Isoleucin zu Methionin 
an Position 225 (I225M) des F-Proteins. Die rekombinanten MV-F1 und MV-M1F1 
tragen diese Mutation und replizieren ohne quantitative Unterschiede gegenüber dem 
parentalen Virus in SLAM-positiven sowie SLAM-negativen Vero-Zellen (siehe 
Abbildung 30 und Abbildung 35).  
In SLAM-negativen Vero-Zellen kommt es jedoch in Anwesenheit der F1-Mutation zur 
Ausbildung von Synzytien (siehe Abbildung 32). Wie in Absatz 5.4 beschrieben, 
zeigten Tahara und Kollegen 2005 wie Mutationen des M-Proteins eine Replikation 
des wildtypischen MV in SLAM- und Nectin-4-negativen Vero-Zellen ermöglichen. Es 
wurde des Weiteren gezeigt, dass das zusätzliche Einfügen des MV F-Gens, welches 
Valin an Position 94 trägt, Synzytien in Vero-Zellen induziert. Die SSPE-assoziierten 
Aminosäuresubstitutionen des F-Gens T461I, N426K, S262R und die Triplett-Mutante 





induzierten ebenfalls Synzytienbildung in SLAM- und Nectin-4-negativen Zellen 
(Watanabe et al. 2013, Watanabe et al. 2015, Jurgens et al. 2015). Es ist daher 
denkbar, dass Mutationen innerhalb des F-Proteins die Fusion des MV mit der 
Wirtszelle und die Zell-Zell-Fusion unabhängig der Rezeptorbindung des H-Proteins 
induzieren können. Auch für das NDV konnte gezeigt werden, dass eine 
Punktmutation innerhalb des F-Proteins Synzytien, in Abwesenheit des H-Proteins, 
induziert (Sergel et al. 2000). Die Aktivierung des Fusionsproteins wird kontrovers 
diskutiert (für ein Review siehe: Jardetzky und Lamb 2014). Wahrscheinlich wir das F-
Protein durch Bindung an das H-Protein in der prä-Fusions-Konformation stabilisiert. 
Die Rezeptorbindung des H-Proteins aktiviert das F-Protein und initiiert somit die für 
die Fusion nötige Konformationsänderung. Eine Mutation in der extrazellulären 
Stamm-Domäne des H-Proteins (P108S) verringerte die Aktivierung des 
Fusionsproteins (Talekar et al. 2013). Ebenfalls können Mutationen die F-H-Bindung 
schwächen, wodurch die Fusion ermöglicht würde, da das F-Protein unabhängig der 
Rezeptorbindung des H-Proteins in die energetisch günstigere post-Fusions-
Konformation übergehen könnte. Dies wurde an der MIBE assoziierten L454W 
Mutation sehr detailliert untersucht. Die Aktivierung der Fusion war bei dieser Mutante 
ohne Rezeptorbindung des H-Proteins möglich. Ferne konnte die Fusion in 
Abwesenheit des H-Proteins, durch Inkubation für 30 min bei 45 °C induziert werden 
(Jurgens et al. 2015). Jedoch bedingt diese thermische Instabilität auch, dass bei 
freien Viruspartikeln das F-Protein in die post-Fusionskonformation übergeht und somit 
die Anzahl infektiöser Viruspartikel selbst bei 37 °C signifikant reduziert ist (Mathieu et 
al. 2019). Diesen Effekt zeigte die hier analysierte I225M-Mutation nicht, sodass eine 
andere funktionelle Domäne des F-Proteins betroffen scheint.  
In allen Gehirnschnitten, die in dieser Arbeit mit einem F-(I225M)-mutierten Virus 
infiziert wurden und die sieben Tage nach der Infektion ein GFP-Signal zeigten, 
breitete sich die Infektion kontinuierlich aus (siehe Abbildung 42 und Abbildung 44). 
Ebenso war die Anzahl der infizierten neuronalen Zellen in Anwesenheit der F-
(I225M)-Mutation 14 sowie 28 d.p.i. gegenüber dem parentalen MV-IC323 signifikant 
erhöht (Abbildung 52). Bei den zwei Gehirnschnitten, die nach Infektion mit dem 
MV-M1F1 keine infizierten Zellen zeigten, ist davon auszugehen, dass die initiale 
Infektion durch den experimentellen Aufbau gescheitert ist. Dass das Homogenisat 
von MV-F1 sowie MV-M1F1 infizierten Gehirnschnitten einen MV-typischen CPE und 





Ausbreitung von Viren durch die I225M-Mutation in neuronalen Geweben hin. Unklar 
ist jedoch welcher Mechanismus die Bildung intrazellulärer infektiöser Partikel in 
neuronalen Zellen bei dem Slice-Kulturmodell bedingen sollte (Abbildung 53). 
Wahrscheinlicher ist, dass es sich um apoptotische infektiöse Zellkörper handelt, 
welche den viralen RNP enthalten, was in permissiven Zellen eine lokale 
Virusreplikation verursacht (Ferren et al. 2019). In den Gehirnschnitten waren Areale 
des Cortex, des basalen Vorderhirns und des Hypothalamus infiziert. Vergleichbare 
Infektionsmuster konnten auch nach intrazerebraler Infektion von jungen Ratten mit 
dem neurotropen, Nager-adaptierten MV-Stamm CAM/RB beobachtet werden 
(Jehmlich et al. 2013). Die Adaptation des Masernvirus an neuronale Zellen scheint 
demnach nicht nur durch die vielen Substitutionen, wie sie bei CAM/RB detektiert 
wurden möglich, sondern ebenso durch die Punktmutation I225M des F-Proteins. Die 
SSPE-assoziierten Aminosäuresubstitutionen des F-Gens T461I, N426K, S262R 
sowie die Triplett-Mutation F(S103I/N462S/N465S) induzieren Neurovirulenz nach 
intra cerebraler Infektion von Hamstern (Watanabe et al. 2013). Letale Folgen der 
Infektion von Hamstern konnten ebenfalls durch die Mutationen M94V sowie A167T 
hervorgerufen werden (Ayata et al. 2007, Ayata et al. 2016). Die durch die F(I225M)-
Mutation eventuell in vivo induzierte Neurovirulenz könnte in weiterführenden 
Tierversuchen geklärt werden. Eine Ausbreitung des MV in humanen 
Neuronenkulturen konnte nach Einfügen der F(T461I)-Mutation oder den 
F(S103I/N462S/N465S)-Mutationen beobachtet werden (Watanabe et al. 2015). Auch 
für die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Mutation des F-Proteins wurde eine 
signifikant gesteigerte Ausbreitung in neuronalen Zellen nachgewiesen. Virusisolate 
zweier Patienten die an einer zentralnervösen Manifestation des MV verstarben, 
zeigten eine Mutation innerhalb des F-Gens, welche die L454W-Substitution bedingt 
(Hardie et al. 2013). Diese einzelne Mutation führt, verglichen mit dem wildtypischen 
MV, zu einer beschleunigten Virusausbreitung und erhöhter Viruslast in der Lunge, 
nach intra-nasaler Infektion von Baumwollratten (Mathieu et al. 2019).  
Der veränderte Tropismus der in dieser Arbeit untersuchten I225M-Mutante sowie 
jener auf der Grundlage von SSPE-Isolaten generierten Viren ist unabhängig von 
Mutationen des H-Proteins. Durch die oben beschrieben Mutationen kann die Stabilität 
des F-Proteins vor einem Fusions-Ereignis drastisch reduziert werden. Strukturgebend 
sind mehrerer Domänen. Sequenzvergleiche mit F-Proteinen des NDV und 





heptamerer Sequenzwiederholungen (engl. heptad repeat region; HR), welche 
N-terminal an die Furin-Schnittstelle angrenzt, zu. Diese als HRC bezeichnete 
Domäne interagiert mit der HRA-Domäne der F1-Untereinheit über eine coiled-coil 
Struktur, was wiederum entscheidend für die Bioaktivität sowie die Ausbildung der 
globulären Kopfdomäne des F-Proteins ist (Plemper und Compans 2003, Welch et al. 
2012). An das Fusionspeptid schließen sich C-terminal die ca. 250 AS auseinander 
liegenden Domänen HRA und HRB an. Zwischen diesen liegt die Cystein-reiche 
Domäne (AS 337 bis 381), welche die Interaktion mit dem H-Protein vermittelt (Wild et 
al. 1994). Die AS 495 bis 515 bilden die Transmembrandomäne, welche das F-Protein 
in der Zellmembran verankert und offenbar ebenfalls einen Einfluss auf die 
Fusionsaktivität hat (Smith et al. 2012). Zwischen der HRA und der Cystein-reichen 
Domäne befindet sich eine hydrophobe Mikrodomäne (AS 224-269), welche durch ihre 
Interaktion mit der HRB-Domäne entscheidend für die Stabilität des Proteins ist 
(Plemper et al. 2003, Doyle et al. 2006). Bindet das H-Protein einen Rezeptor lockert 
sich die Struktur der HRB-Domäne, was eine Konformationsänderung der 
HRA-Domäne induziert und das FP in die Wirtszellmembran integriert (Yin et al. 2006). 
Durch die Interaktion der HRA- und HRB-Domänen des F-Trimers kommt es zu der 
Ausbildung eines Bündels aus sechs Helices (6HB), welches in der Folge eine 
Fusionspore in der Wirtszellmembran eröffnet und die Übertragung des viralen RNP 
ermöglicht (Plattet et al. 2016).  
Alle zuvor beschrieben Mutationen, die mit einer MIBE oder SSPE, in vitro Induktion 
von Synzytien in SLAM- und Nectin-4-negativen Zellen oder einer neuronalen 
Manifestation nach experimenteller Infektion einhergehen, beeinflussen demnach die 
Stabilität der Fusionsmaschinerie. Dies ist eventuell möglich durch die Verringerung 
der Hydrophobizität funktioneller Domänen, was wiederum die Sekundärstruktur des 
F-Proteins verändert und in der Folge die Aktivierung der Fusion ändert (Hashiguchi 
et al. 2018). Meist ist eine Vielzahl von Mutationen innerhalb des F-Proteins mit den 
typischen Charakteristiken der zentralnervösen Manifestation verknüpft (Otani et al. 
2014, Watanabe et al. 2015, Angius et al. 2019). Am Beispiel der Mutation L454W 
sowie der Substitution der AS S262 konnte jedoch gezeigt werden, dass 
Punktmutationen eine Infektion von Zellen in Abwesenheit eines Rezeptors 





Es liegt daher nahe, dass auch die in der vorliegenden Arbeit analysierte 
Punktmutation F(I225M) die Infektion neuronaler Zellen durch einen ähnlichen 
Mechanismus hervorruft. In weiterführenden Experimenten könnte beispielsweise die 
Thermostabilität des F(I225M)-Proteins genauer untersucht werden, um einen 
Vergleich mit beschriebenen neurovirulenten Determinanten des MV zu ermöglichen. 
 
5.6 Die Mutationen des L-Proteins  
Das L-Protein des MV stellt den enzymatisch aktiven Bestandteil der viralen 
Polymerasemaschinerie dar. In dieser Arbeit wurden die vier bei MV-Isolat 4 
gefundenen Mutationen innerhalb des L-Gens gemeinsam untersucht. Diese 
Punktmutationen bedingen den Aminosäureaustausch Glutaminsäure zu Glycin an 
Position 628 (E628G), Isoleucin zu Valin an Position 1154 sowie 1493 (I1154V, 
I1493V) sowie den Austausch von Valin zu Isoleucin an Position 1725 (V1725I). Die 
Mutante MV-L4 trägt diese zuvor genannten Mutationen und zeigte eine leicht 
verzögerte Replikation gegenüber dem parentalen Virus SLAM-positiven Vero-Zellen 
(siehe Abbildung 29). Ein signifikanter Unterschied des Virustiter, in An- und 
Abwesenheit eines bekannten Rezeptors wildtypischer Morbilliviren (SLAM) konnte 
jedoch nicht beobachtet werden. Da die Mutante MV-M4L4 quantitativ analog der MV-
M4 Mutante repliziert, ist davon auszugehen, dass die in Abbildung 30 und Abbildung 
35 dargestellten Effekte durch die R293Q-Mutation des M-Proteins und nicht durch die 
Mutationen des L-Proteins hervorgerufen werden. Wie unter Punkt 1.5.6 beschrieben 
ist das L-Protein der Mononegavirales stark konserviert. Eine hohe strukturelle 
Homologie des L-Proteins zwischen verschiedenen Viruspezies der Mononegavirales 
wurde ebenfalls bei Untersuchungen der viralen Transkription des PIV5 und des MV 
dargestellt (Desfosses et al. 2019). Demnach befindet sich die bei MV-Isolat 4 
nachgewiesen Mutation E628G nah des RNA-binden Sequenz-Motives, scheint 
jedoch diese Domäne nicht negativ zu beeinflussen (Qiu et al. 2016). 
Sequenzvergleiche mit dem Impfstammvirus Edmonston zeigten an dieser Position die 
Aminosäure Alanin, die ähnliche biochemische Eigenschaften wie Glycin besitzt. Die 
Mutation I1154V ist in der Capping-Domäne des L-Proteins lokalisiert. Der 
Sequenzvergleich mit anderen Viren der Mononegavirales zeigt, dass sowohl bei dem 
VSV als auch dem Tollwutvirus Valin an diese Position vorkommt (Liang et al. 2015). 





(Neubauer et al. 2016). Die im L-Protein des MV-Isolat 4 beschriebene Mutation von 
Isoleucin zu Valin an Position 1493 bedingt ebenfalls keine Änderung des 
hydrophoben Charakters und ein Sequenzvergleich zeigte keinen Austausch homolog 
zur Sequenz von verwanden Viren. Des Weiteren liegt die I1493V-Mutation nicht in 
einer der konservierten Regionen des L-Proteins. Die Mutation V1725I ist in der 
Methyltransferase-Domäne (CRVI) lokalisiert. An der homologen Position ist bei 
anderen Vertretern der Mononegavirales (Ebola- und Tollwut-Virus) Isoleucin zu 
finden. Dass die in dieser Arbeit untersuchten L4-Mutationen Substitutionen bewirken, 
welche sowohl der Sequenz anderer Genotypen des MV als auch von Rhabdoviren 
oder Filoviren entsprechen, deutet auf eine hohe Konservation der funktionellen 
Domänen des L-Proteins hin. Funktionell vorteilhafte Mutationen innerhalb des L-
Proteins scheinen daher sehr selten. Treten doch Mutationen auf, haben diese 
drastische Konsequenzen wie es bei der Steigerung des intra cerebralen 
Pathogenitätsindex des NDV durch Mutationen des L-Proteins deutlich wird (Heiden 
et al. 2014). Die hier untersuchten Mutationen des MV L-Proteins ändern das 
Replikationsverhalten in vitro nicht signifikant. Es ist daher naheliegend, dass 
weiterführende Experimente im Tiermodell ebenfalls keinen ursächlichen 
Zusammenhang dieser Mutationen und der neuronalen Adaptation aufzeigen.   
 
5.7 Der Neurotropismus der generierten Masernvirusklone 
In der vorliegenden Arbeit wurden Gehirnschnittkulturen der Lewis-Ratte verwendet, 
um potenzielle neurovirulente Mutationen des MV zu identifizieren. Viele 
Untersuchungen der neuronalen Manifestation des Masernvirus wurden mittels intra 
cerebraler Infektion von Mäusen und Ratten durchgeführt wie beispielsweise von 
Duprex et al. 1999, Schubert et al. 2006, Liebert und ter Meulen 1987 und Jehmlich et 
al. 2013. Weitreichende Erkenntnisse bzgl. der Pathogenität und virusinduzierten 
Immunantwort konnten aus diesen Studien gewonnen werden. Häufig wurden 
vollständig immundefiziente Mäuse oder Interferon knock-out Mutanten verwendet 
(Abe et al. 2013, Ludlow et al. 2008, Fantetti et al. 2016, Welsch et al. 2019). Weitere 
Untersuchungen erfolgten mit CD46- oder SLAM-exprimierenden Mäusen oder mit an 
das ZNS adaptierten Virusstämmen (Duprex et al. 2000, Schubert et al. 2006, Welsch 
et al. 2019). Diese Studien liefern ebenfalls verlässliche Daten bezüglich der Virus-





Jedoch ist ein solcher Versuchsaufbau ungeeignet Mutationen der viralen Proteine zu 
identifizieren, die den Neurotropismus hervorrufen. Hierfür ist Organmaterial von 
Tieren notwendig, welches keinen artifiziell induzierten Rezeptor des zu 
untersuchenden Virus exprimiert oder die wirtseigene Immunantwort artifiziell 
unterdrückt wird. Mit der Etablierung der Slice-Kulturen auf Zellkultur-Einsätzen 
eröffneten sich neue, zusätzliche Möglichkeiten der Erforschung neuronaler 
Mechanismen. Das Gewebematerial wird von postnatalen Tieren gewonnen, sodass 
die Zytoarchitektur weitgehend ausgebildet ist (Gahwiler et al. 1997). Somit können 
Gewebeschnitte generiert werden, die die zelluläre Konnektivität in vivo widerspiegeln. 
Ebenfalls kann bei einem experimentellen Design, wie es in der vorliegenden Arbeit 
verwendet wurde, (i.e. Infektionskinetiken unter Verwendung eines GFP-markierten 
Virus) eine Untersuchung der Virusinfektion in Echtzeit erfolgen. Dies birgt den 
entscheidenden Vorteil gegenüber dem Tierversuch, dass etwaige Individuen-
anhängige Unterschiede bei dem Voranschreiten einer Virusinfektion nicht 
berücksichtigt, bzw. durch eine Vielzahl von Wiederholungen ausgeglichen werden 
müssen. Die Anzahl verwendeter Versuchstiere kann somit geringgehalten werden. 
Auch initiale Experimente der Verträglichkeit von Pharmazeutika und Biologika 
könnten mit diesem sehr gut etablierten Modellsystem untersucht werden. Im 
Gegensatz zum klassischen Tiermodell ist die Sicherstellung der Vitalität der 
Explantate schwieriger. Dies ist jedoch entscheidend, um die Reproduzierbarkeit der 
nachfolgenden Experimente und die Validität der Ergebnisse zu gewährleisten. In der 
vorliegenden Arbeit wurden abgestorbene Areale mit Propidiumiodid identifiziert (siehe 
Abbildung 36). Diese Methode wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben 
und stellt eine gute Basis folgender Experimente dar (Lossi et al. 2009, Dionne und 
Tyler 2013, Gerace et al. 2016). Abgestorbene Areale waren neben der PI-positiven 
Färbung ebenfalls undurchsichtig und verloren ihren Kontakt an die Membran. Da eine 
PI-Färbung eventuell folgende Experimente beeinflusst, wurden lediglich nahezu 
durchsichtige Gehirnschnitte verwendet, die nicht PI gefärbt waren. Die optische 
Beurteilung der Vitalität der Gehirnschnitte wurde bereits zuvor publiziert (Yoon et al. 
2010, Humpel 2015) und konnte auch in der vorliegenden Arbeit verwendet werden. 
Für die Herstellung der Gehirnschnittkulturen wurden Gehirne von Lewis Ratten 
eingesetzt. Das eine Infektion dieses Organmaterials mit einem ZNS-adaptierten 
Masernvirus (CAM/RB) möglich ist, konnte bereits gezeigt werden (Liebert und ter 





Neurovirulenz des nah verwandten Mumpsvirus an Lewis Ratten (Rubin et al. 2000). 
In der vorliegenden Arbeit konnte mittels des Gehirnschnittmodells von Lewis Ratten 
der Neurotropismus von GFP-exprimierenden Masernvirus-Klonen verfolgt werden. 
Nachdem sich initial bei nahezu allen infizierten Schnitten GFP-positive Zellen zeigten, 
nahm deren Anzahl im weiteren Verlauf der Kultivierung bei einigen Infektionen ab. 
Lediglich bei Gehirnschnitten die mit einer Virusmutante, welche die F(I225M)-
Substitution trug infiziert waren, konnte ein signifikante Zunahme der GFP-positiven 
Zellen gegenüber dem parentalen Virus, mittels einer semiquantitativen Analyse 
festgestellt werden (siehe Abbildung 53). Zu beachten ist, dass die statistische 
Auswertung mittels einer ANOVA durchgeführt wurde. Dieser Test ist für metrische 
Daten konzipiert. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch eine ordinale Skalierung 
eingeführt und die somit generierten Werte statistisch ausgewertet. Diese 
Signifikanzniveaus sind mit Vorbehalt zu betrachten, da die Stichprobengröße hier 
nicht hinreichend war, spiegeln jedoch die Anpassung durch die F(I225M)-Mutation 
wider. Eine Färbung des viralen Nukleoproteins bestätigte, eine Kongruenz mit dem 
GFP-Signal. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass GFP-positive Zellen 
mit dem jeweiligen MV-Klon infiziert waren und die F(I225M)-Mutation den 
Neurotropismus auslösen kann. Durch die Verwendung des Gehirnschnitt-Modells 
konnte eine Ausbreitung der MV-Infektion beobachtet werden. Auch durch die 
Verwendung von Primärzellkulturen von Hippocampus-Neuronen konnte die Infektion 
in Echtzeit verfolgt werden (Lawrence et al. 2000). Beobachtet wurde, dass sich das 
MV anterograd über synaptische Verbindungen ausbreitete. Mittels Hippocampus-
Gehirnschnittkulturen konnte ebenfalls eine Ausbreitung des MV verfolgt werden, 
jedoch erfolgte diese retrograd von Zelle zu Zelle, d.h. entgegen der Reizweiterleitung 
(Ehrengruber et al. 2002). Naheliegend ist, dass die Gehirnschnittkulturen die Zell-Zell-
Verbindungen näher der in vivo Situation widerspiegeln und für diese Aussage 
verlässlichere Ergebnisse liefern. Beiden Studien ist gemein, dass eine Übertragung 
des Masernvirus ausschließlich durch Zell-Zell-Kontakt und nicht über das 
Kulturmedium erfolgte (Lawrence et al. 2000, Ehrengruber et al. 2002). Dies konnte 
ebenso in Gehirnschnitten transgener Mäuse gezeigt werden (Welsch et al. 2019). 
Auch in der hier vorliegenden Arbeit scheint die Virusausbreitung in den 
Gehirnschnittkulturen durch Zell-Zell-Kontakten zu erfolgen, da keine extrazellulären 
Viruspartikel nachgewiesen wurden (siehe Abschnitt 4.4.8). Somit scheint die 





induzierte Mikrofusionen an den Synapsen bedingt (Ehrengruber et al. 2002, Young 
und Rall 2009).  
 
5.8 Schlussfolgerung und Ausblick 
Die reverse Genetik wurde erfolgreich genutzt, um Adaptationen des MV 
nachzuweisen. In Zellkultur konnte die Mutation M(R293Q) als begünstigend für die 
Bildung infektiöser Viruspartikel herausgestellt werden. Des Weiteren induzierte die 
F(I225M)-Mutation Synzytien in Zellen, die keinen bekannten Rezeptor wildtypischer 
MV exprimieren. Die mit Slice-Kulturen gewonnen Ergebnisse zeigen eine Möglichkeit 
wie sich das MV an die Ausbreitung in neuronalen Zellen anpassen kann. In 
Kombination mit den vorgegangenen Zellkulturexperimenten wurden für die F(I225M) 
Mutationen Eigenschaften nachgewiesen, wie sie ebenfalls für MIBE- oder SSPE-
assoziierte Mutationen gezeigt werden konnten. Das verwendete Modell der 
Gehirnschnitt-Kulturen bietet eine Vielzahl von Untersuchungsmöglichkeiten. 
Ebenfalls bieten diese Organexplantate einen ethisch zu bevorzugenden Ersatz 
gegenüber Tierversuchen, um bestimmte Sachverhalte und Mechanismen zu klären 
sowie Vorversuche für andere Schwerpunkte durchzuführen. Jedoch können 
immunologisch induzierte Pathogenesen nur sporadisch dargestellt werden, da diese 
meist mit einer Infiltration von peripheren Immunzellen assoziiert sind (Ransohoff und 
Brown 2012).  
Neben den Mechanismen die der neuronalen Infektion zu Grunde liegen, könnte die 
Erklärung des gesteigerten Viruspartikelbildung durch die M(R293Q)-Mutation in 
weiterführenden Versuchen geklärt werden. Hierfür könnten Expressionsversuche 
viraler Proteine und die eventuell veränderte Bildung viraler Partikel analysiert werden. 
Ebenso wäre eine Infektion von Lewis Ratten denkbar, um eine klare Aussage des 
Neurotropismus der Virusklone MV-F1 und MV-M1F1 in vivo zu generieren. Des 
Weiteren könnte somit die Neuropathologie der F(I225M)-Mutation und eine eventuell 
induzierte Pathologie durch die Infektion der Ependymzellen von MV-M1 
herausgefunden werden. Aber auch im Modell der Gehirnschnitte könnten 
weiterführende Untersuchungen angestellt werden. Zum einen wäre eine Identifikation 
der infizierten Zelltypen über geeignete Marker sehr interessant, zum anderen wäre 
eine Quantifizierung der viralen mRNAs sowie der Nachweis der viralen Proteine von 





publizierten Daten knüpfen. Ebenso ist eine Messung von virusinduzierten Zytokinen 
denkbar und könnte pathologische Kausalitäten klären. Auch etwaige Konsequenzen 
der Masernvirusinfektion in neuronalen Zellen, wie induzierte Apoptose, könnte 
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Inbegriffen in Fragestellungen zu den hier 
untersuchten Mutationen wäre, welcher Mechanismus für den Viruseintritt in SLAM-
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Für die Bekämpfung sowie Behandlung einer Krankheit ist das vollständige 
Verständnis ihrer Pathogenese eminent. Die Masern werden durch das Masernvirus 
(MV) verursacht. Die Folge der Erkrankung kann nicht nur eine mehrerer Jahre 
anhaltende Schwächung des Immunsystems sein, ebenso können fatale 
neurologische (Spät-) Komplikationen auftreten. Die Mechanismen der Neuroinvasion, 
des Neurotropismus und der Neurovirulenz sind jedoch noch nicht vollständig 
verstanden, sodass es an spezifischen Behandlungsmöglichkeiten mangelt. Mit der 
vorliegenden Arbeit soll, unter Zuhilfenahme des reversen genetischen Systems und 
Gehirnschnittkulturen der Ratte, die Neuroadaptation des Masernvirus näher 
untersucht werden. Die Grundlagen bilden Mutationen des Matrix-, Fusions- und 
Polymerase-Gens welche von Dr. Soroth Chey und Prof. Dr. med. Uwe G. Liebert in 





Untersucht wurden dabei zwei verschiedene MV-Isolate: das „MV-Isolat 1“ besitzt je 
eine Punktmutation des Matrix- und des Fusionsgens, während das „MV-Isolat 4“ eine 
Punktmutation des Matrixgens sowie vier Punktmutationen des Polymerase-Gens 
aufweist. Jede dieser Veränderungen bedingt einen Aminosäureaustausch. Separat 
und kombiniert wurden diese Substitutionen in der vorliegenden Arbeit in ein 
wildtypisches Masernvirus eingebracht. Die Nomenklatur dieser Virusklone ergab sich 
aus der Nummer des MV-Isolats und dem betroffenen Gen: „M1“, „F1“, „M1F1“, „M4“, 
„L4“ und „M4L4“. Mittels mutagener Primer erfolgte die Amplifikation und simultane 
Punktmutationsgenese eines, das Maserngenom-codierenden Plasmids. In dem 
hierfür verwendeten reversen genetischem System wird der Ribonukleoprotein-
Komplex artifiziell in einer Helferzelllinie nachgebildet. Unter der Kontrolle des T7-
Promotors wird in diesen Zellen auf Grundlage der mutierten Plasmide das virale 
Genom und Antigenom transkribiert. Die generierten Viren wurden in der Folge näher 
charakterisiert. So konnte gezeigt werden, dass alle generierten MV-Klone ebenso wie 
das parentale MV-IC323 in SLAM-exprimierenden Vero-Zellen unter Ausbildung von 
maserntypischen Synzytien replizieren. In Vero-Zellen mit und ohne den SLAM-
Rezeptor bewirkt die M4 Mutation (R293Q) eine signifikant erhöhte Replikation 
gegenüber dem parentalen Virus. Ebenso ist das Auftreten der F1-Mutation (I225M) 
mit Synzytienbildung in SLAM-negativen Zellen korreliert. In unpolaren Zellen scheint 
demnach die C-terminal gelegene M4-Mutation die Bildung infektiöser Viruspartikel zu 
begünstigen. Die F1-Mutation scheint hingegen Synzytienbildung zu ermöglichen – 
dies, möglicher Weise unabhängig von der Bindung des H-Proteins an einen Rezeptor 
wildtypischer Masernviren. Für eine genauerer Untersuchung dieser Charakteristika in 
Bezug auf den eventuell induzierten Neurotropismus, wurden Gehirnschnitte der 
Lewis Ratte mit den generierten Masernviren infiziert. Es konnte gezeigt werden, dass 
28 Tage nach der Infektion mit den Virus-Mutanten MV-F1 und MV-M1F1 signifikant 
mehr neuronale Zellen infiziert sind als im Vergleich zu allen anderen verwendeten 
Virusstämmen. Mittels des Gehirnschnitt-Kulturmodells konnte somit der 
Neurotropismus des „MV-Isolats 1“ ursächlich der F(I225M)-Mutation zugeordnet 
werden. Durch die hier gewonnenen Erkenntnisse wurde eine Grundlage zum 
Verständnis des Neurotropismus des MV gelegt sowie ein Modellsystem vorgestellt, 
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